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Abstract	  
Assessing	  honeybees’	  use	  of	  Phacelia	  tanacetifolia,	  a	  key	  component	  of	  agri-­‐
environment	  schemes,	  using	  molecular	  and	  field	  techniques	  
	  
by	  
Rowan	  Sprague	  
	  
About	  70%	  of	  crops	  worldwide	  benefit	  directly	  or	  indirectly	  from	  animal	  polination,	  with	  insects	  
contributing	  the	  most	  to	  polination.	  Of	  these,	  honeybees	  (Apis	  melifera)	  are	  used	  the	  most	  by	  
farmers	  for	  polination	  services	  because	  of	  their	  abundance,	  generalist	  floral	  preferences,	  and	  ease	  of	  
management.	  Increased	  dependence	  on	  honeybees	  coupled	  with	  their	  recent	  population	  decline	  has	  
caused	  the	  European	  Commission	  to	  enact	  programs	  aimed	  at	  improving	  polinator	  fitness	  and	  
eficacy,	  caled	  Agri-­‐Environment	  Schemes	  (AES).	  While	  these	  AESs	  include	  specific	  guidelines	  for	  
farmers	  and	  landowners	  to	  folow,	  scientific	  assessment	  of	  these	  AESs	  is	  stil	  lacking.	  	  This	  project	  
seeks	  to	  address	  this	  issue	  by	  assessing	  how	  honeybees	  use	  the	  polen	  of	  Phacelia	  tanacetifolia,	  a	  
wildflower	  commonly	  used	  in	  AESs,	  in	  an	  agricultural	  landscape.	  	  	  
In	  order	  to	  identify	  accurately	  and	  eficiently	  the	  plant	  species	  of	  polen	  that	  honeybees	  colect,	  this	  
project	  researched	  existing	  polen	  identification	  methods	  and	  examined	  Next	  Generation	  Sequencing	  
(NGS)	  of	  polen	  DNA	  as	  an	  alternative	  method.	  	  While	  many	  samples	  were	  able	  to	  be	  sequenced	  and	  
identified	  to	  species	  level	  using	  NGS,	  it	  was	  found	  to	  be	  unsuitable	  for	  smal-­‐scale	  polen	  
identification	  projects	  due	  to	  its	  expense.	  	  
Based	  on	  the	  polen	  sequencing	  results	  and	  observations	  in	  the	  field,	  this	  study	  found	  that	  
honeybees	  did	  not	  use	  P.	  tanacetifolia	  much	  for	  polen,	  although	  they	  did	  forage	  on	  P.	  tanacetifolia	  
for	  nectar.	  	  In	  the	  wider	  context,	  the	  overal	  results	  of	  this	  study	  indicate	  that	  honeybees	  may	  not	  
prefer	  the	  flowers	  provided	  in	  AESs	  for	  polen	  depending	  on	  the	  other	  available	  floral	  resources	  in	  
the	  surrounding	  area.	  Since	  AES	  measures	  are	  aimed	  at	  improving	  polinator	  health,	  scientists	  and	  
policy	  makers	  should	  ensure	  that	  the	  floral	  resources	  used	  in	  AESs	  are	  preferred	  by	  the	  target	  
polinator	  group.	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Chapter	  1	  
Introduction	  
1.1 Background	  and	  significance	  
As	  much	  as	  70%	  of	  crops	  worldwide	  benefit	  from	  indirect	  or	  direct	  animal	  polination	  (Klein	  et	  al.	  
2007),	  with	  insects	  contributing	  the	  most	  to	  polination.	  Of	  these,	  honeybees	  (Apis	  melifera)	  are	  
used	  most	  frequently	  by	  farmers	  for	  polination	  services	  because	  of	  their	  abundance,	  generalist	  floral	  
preferences,	  and	  ease	  of	  management	  and	  transportability	  (Tautz	  2008;	  Aizen	  &	  Harder	  2009;	  Potts	  
et	  al.	  2010a).	  Although	  the	  significance	  of	  native	  or	  unmanaged	  insects	  in	  crop	  polination	  has	  been	  
increasingly	  recognised	  (Winfree	  et	  al.	  2008;	  Rader	  et	  al.	  2009;	  Woodcock	  et	  al.	  2013),	  reliance	  on	  
honeybees	  has	  nevertheless	  increased	  in	  recent	  decades	  (Aizen	  et	  al.	  2008;	  Breeze	  et	  al.	  2011).	  	  
While	  demand	  is	  surging,	  honeybee	  populations	  are	  declining	  in	  many	  countries	  that	  are	  heavily	  
reliant	  on	  honeybee	  services,	  such	  as	  the	  United	  States,	  Canada,	  the	  UK,	  and	  Germany	  (Potts	  et	  al.	  
2010a,	  2010b;	  van	  der	  Zee	  et	  al.	  2012;	  vanEngelsdorf	  et	  al.	  2012).	  No	  single	  cause	  of	  this	  decline	  has	  
been	  identified;	  rather,	  several	  factors	  have	  been	  found,	  notably	  varroa	  mites	  (Varroa	  destructor)	  
(Sammataro	  et	  al.	  2000;	  Shen	  et	  al.	  2005),	  pathogens	  such	  as	  American	  Foulbrood	  (caused	  by	  the	  
bacteria	  Paenibacilus	  spp.)	  (Genersch	  2010),	  viruses	  caused	  by	  spores	  such	  as	  Nosema	  (Potts	  et	  al.	  
2010a;	  Pettis	  et	  al.	  2013),	  loss	  of	  biodiversity	  and	  floral	  resources	  in	  agricultural	  systems	  (Kremen	  et	  
al.	  2007;	  Klein	  et	  al.	  2007;	  Potts	  et	  al.	  2010a),	  and	  the	  use	  of	  neonicotinoid	  pesticides	  (vanEngelsdorp	  
&	  Meixner	  2010;	  Potts	  et	  al.	  2010a;	  Goulson	  2013).	  	  
In	  response	  to	  this	  decline,	  the	  European	  Commission	  has	  recommended	  programmes	  aimed	  at	  
improving	  polinator	  fitness	  and	  eficacy	  as	  part	  of	  the	  wider	  fiscal	  policy	  of	  Agri-­‐Environment	  
Schemes	  (AESs).	  	  Originating	  from	  the	  1980s	  to	  protect	  biodiversity	  and	  important	  cultural	  areas	  in	  
England,	  these	  AESs	  inform	  farmers	  and	  landowners	  on	  methods	  to	  manage	  land	  sustainably	  and	  
promote	  ecosystem	  services,	  or	  nature’s	  services	  (Natural	  England	  2012).	  Included	  in	  this	  policy	  are	  
methods	  that	  claim	  to	  benefit	  polinators,	  such	  as	  bees	  and	  butterflies	  (Natural	  England	  2013a	  &	  
2013b),	  although	  no	  supporting	  scientific	  evidence	  is	  ofered.	  AESs	  have	  evolved	  over	  time	  to	  
incorporate	  more	  accessible	  ways	  for	  farmers	  to	  become	  involved	  and	  to	  include	  more	  management	  
recommendations	  to	  benefit	  various	  ecosystem	  services.	  	  By	  2009,	  about	  66%	  of	  England’s	  
agricultural	  land	  was	  managed	  as	  part	  of	  AES	  agreements	  (Natural	  England	  2009).	  	  Between	  2007	  
and	  2013,	  the	  EU	  spent	  20	  bilion	  euros	  on	  AES,	  or	  22%	  of	  the	  total	  amount	  spent	  on	  rural	  
development	  in	  that	  region.	  In	  spite	  of	  AES	  being	  increasingly	  engrained	  in	  policy	  and	  costing	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governments	  bilions	  of	  euros,	  scientific	  assessments	  of	  these	  schemes	  are	  stil	  lacking	  (Kleijn	  &	  
Sutherland	  2003;	  Kleijn	  et	  al.	  2006;	  Whittingham	  2007).	  	  	  
Other	  countries	  are	  also	  attempting	  to	  address	  the	  issue	  of	  polinator	  decline.	  The	  US	  Federal	  
government	  has	  also	  recently	  proposed	  the	  Polinator	  Health	  Strategy	  2015,	  which	  seeks	  to	  improve	  
the	  health	  of	  honeybees	  and	  native	  polinators,	  and	  restore	  land	  to	  be	  used	  as	  polinator	  habitat.	  	  
Diferent	  from	  the	  AES	  Environmental	  Stewardship	  handbooks,	  this	  report	  acknowledged	  the	  
elements	  in	  its	  strategy	  which	  wil	  to	  be	  researched	  before	  the	  government	  can	  recommend	  more	  
successful	  policies	  (Vilsack	  &	  McCarthy	  2015).	  	  However,	  both	  this	  policy	  report	  and	  the	  AES	  
Handbooks	  lacked	  constructive	  and	  scientific	  ways	  to	  record	  and	  assess	  the	  results	  of	  the	  landscape	  
enhancements	  made.	  	  Studies	  evaluating	  how	  insect	  polinators	  use	  these	  floral	  resources	  and	  the	  
extent	  to	  which	  they	  benefit	  from	  them	  are	  needed	  to	  assess	  how	  useful	  AESs	  realy	  are	  for	  insect	  
polinators.	  
1.2 Polen	  identification	  
When	  assessing	  the	  efectiveness	  of	  AESs	  for	  insect	  polinators,	  it	  is	  very	  useful	  to	  know	  what	  plants	  
the	  insects	  forage	  for	  and	  how	  much,	  and	  how	  often,	  they	  use	  the	  floral	  resources	  provided	  for	  
them.	  	  One	  way	  to	  do	  this	  is	  to	  analyse	  the	  polen	  colected	  by	  these	  polinators	  (Kearns	  &	  Inouye	  
1993).	  	  When	  honeybees	  colect	  polen	  from	  flowers,	  they	  group	  the	  polen	  together	  to	  form	  pelets	  
which	  they	  carry	  on	  their	  hind	  legs	  in	  specialised	  structures	  caled	  corbiculae	  (Keler	  et	  al.	  2005a).	  	  
These	  polen	  pelets	  can	  be	  gently	  taken	  of	  honeybees	  and	  analysed	  for	  botanical	  identification.	  A	  
range	  of	  polen	  identification	  methods	  have	  been	  used	  to	  determine	  from	  which	  plant	  species,	  
genera,	  or	  families	  the	  honeybees	  are	  foraging	  and	  depending	  on	  the	  method,	  relative	  plant	  species	  
or	  genera	  abundance	  in	  the	  colected	  polen	  may	  also	  be	  determined	  (Dimou	  &	  Thrasyvoulou	  2007).	  
Polen	  identification	  methods	  vary	  greatly	  in	  terms	  of	  time	  and	  cost	  needed	  to	  complete	  them	  and	  
also	  in	  the	  accuracy	  of	  the	  data	  colected.	  	  Some	  methods	  based	  on	  visual	  identification	  require	  a	  
high	  level	  of	  expertise	  and	  require	  a	  reference	  library	  of	  al	  the	  possible	  species	  that	  could	  be	  found	  
in	  the	  polen	  samples	  colected	  from	  the	  insects.	  	  Six	  polen	  identification	  methods	  have	  been	  
identified	  in	  the	  literature:	  1)	  Visual	  categorization	  of	  polen	  pelets	  using	  the	  naked	  eye;	  2)	  
Microscopy	  of	  individual	  polen	  grains;	  3)	  Flow	  cytometry	  of	  polen	  pelets;	  4)	  Infrared	  spectroscopy	  
of	  polen	  grains;	  5)	  Computer	  image	  recognition	  of	  individual	  polen	  grains;	  and	  6)	  Sequencing	  of	  DNA	  
in	  polen	  grain	  cels.	  These	  methods	  wil	  be	  described	  below	  and	  discussed	  in	  terms	  of	  their	  eficacy	  
for	  use	  in	  contributing	  to	  evaluate	  the	  efectiveness	  of	  AESs.	  
1)	  Visual	  categorization	  involves	  grouping	  polen	  pelets	  colected	  from	  honeybees	  into	  colour	  groups	  
(e.g.,	  Arita	  et	  al.	  1989)	  and	  then	  taking	  a	  smal	  subsample	  of	  the	  polen	  pelets	  in	  each	  colour	  group	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and	  using	  microscopy	  of	  polen	  grains	  to	  check	  the	  plant	  species.	  While	  this	  method	  can	  potentialy	  
be	  used	  to	  identify	  plant	  species	  based	  on	  distinct	  polen	  colours	  (Stimec	  et	  al.	  1997),	  it	  can	  also	  be	  
inaccurate	  for	  many	  plant	  species.	  Polen	  pelets	  categorized	  in	  one	  colour	  group	  can	  contain	  polens	  
of	  several	  diferent	  plant	  species	  despite	  colours	  appearing	  the	  same	  to	  the	  naked	  eye	  (Almeida	  et	  al.	  
2005).	  Polen	  from	  one	  particular	  plant	  species	  can	  also	  display	  diferent	  colours;	  for	  example	  polen	  
in	  the	  genus	  Myrcia	  can	  be	  polychromatic	  (Barth	  et	  al.	  2009).	  Rain	  and	  sun	  exposure	  can	  alter	  the	  
colour	  of	  polen	  while	  it	  is	  stil	  on	  the	  anthers,	  as	  can	  the	  storage	  conditions	  under	  which	  it	  is	  kept	  
(Barth	  et	  al.	  2009;	  Stanley	  &	  Linskens	  1974).	  For	  these	  reasons,	  visual	  categorization	  is	  no	  longer	  
commonly	  used	  for	  precise	  identification	  of	  plant	  species	  from	  polen,	  especialy	  because	  of	  advances	  
in	  other	  methods.	  
2)	  Microscopy	  is	  the	  conventional	  method	  used	  to	  identify	  polen.	  It	  involves	  taking	  a	  smal	  sample	  of	  
polen	  grains	  from	  a	  polen	  pelet	  and	  treating	  them	  with	  acetic	  and	  sulphuric	  acid,	  folowed	  by	  
staining	  (e.g.,	  Barth	  et	  al.	  2010).	  Under	  the	  microscope,	  the	  polen	  grains	  can	  be	  identified	  to	  species	  
or	  genera	  by	  grain	  shape,	  surface	  texture,	  and	  internal	  celular	  structure	  (Erdtman	  1943;	  Moore	  et	  al.	  
1991).	  While	  this	  method	  is	  generaly	  accurate	  to	  genus	  level,	  it	  cannot	  guarantee	  accurate	  
identification	  to	  species	  (Almeida	  et	  al.	  2005;	  Khansari	  et	  al.	  2012).	  It	  can	  also	  be	  time-­‐consuming	  and	  
requires	  the	  use	  of	  strong	  acids	  for	  staining,	  thus	  needing	  specialised	  laboratory	  facilities	  for	  safe	  use.	  
More	  importantly,	  it	  requires	  a	  high	  level	  of	  taxonomic	  expertise	  in	  polen	  identification	  and	  specific	  
training	  of	  the	  operator.	  	  
3)	  Flow	  cytometry	  is	  a	  relatively	  new	  method	  for	  polen	  identification,	  recently	  proposed	  by	  Kron	  et	  
al.	  (2014).	  Polen	  grains	  can	  be	  passed	  through	  the	  UV	  laser	  beam	  of	  the	  flow	  cytometer,	  which	  can	  
measure	  the	  genome	  size	  in	  individual	  polen	  grains.	  Although	  the	  machine	  must	  be	  calibrated	  to	  
group	  the	  grains	  into	  separate	  categories,	  it	  can	  be	  accurate	  as	  genome	  size	  difers	  greatly	  between	  
plant	  species	  (Leitch	  &	  Bennett	  2007).	  However,	  this	  method	  has	  not	  yet	  been	  shown	  to	  work	  for	  a	  
large	  mixed	  group	  of	  an	  unknown	  number	  of	  polen	  types,	  as	  Kron	  et	  al.	  (2014)	  only	  compared	  two	  
species.	  
Two	  preliminary	  but	  potentialy	  promising	  methods	  also	  exist:	  4)	  Infrared	  spectroscopy	  and	  5)	  
Computer	  imaging	  software.	  Gonzalez-­‐Martin	  et	  al.	  (2007)	  used	  Near	  Infrared	  (NIR)	  spectroscopy	  to	  
assess	  the	  chemical	  composition	  of	  honeybee	  polen,	  but	  they	  did	  not	  test	  this	  method	  to	  identify	  
plant	  species.	  Gottardini	  et	  al.	  (2007)	  used	  Fourier	  Transform	  Infrared	  (FT-­‐IR)	  Spectroscopy	  to	  
examine	  samples	  of	  airborne	  polen,	  but	  they	  tested	  the	  identification	  of	  polen	  for	  only	  two	  plant	  
species.	  Both	  these	  methods	  would	  need	  to	  be	  further	  tested	  to	  assess	  their	  utility	  for	  identifying	  
plant	  species	  from	  a	  mixed	  sample	  of	  polen	  pelets.	  The	  computer	  imaging	  software	  is	  also	  a	  
potential	  polen	  identification	  method	  as	  it	  uses	  four	  diferent	  texture	  measurements	  of	  polen	  grains	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to	  categorize	  polen	  samples	  (Marcos	  et	  al.	  2014).	  The	  method	  would	  also	  need	  to	  be	  developed	  
further,	  with	  more	  calibrations	  of	  polen	  samples	  and	  public	  accessibility	  of	  the	  software	  for	  it	  to	  be	  
used	  in	  identification	  of	  polen	  from	  an	  unknown	  number	  of	  species.	  	  
6)	  Another	  method	  is	  DNA	  Sanger	  sequencing	  of	  polen	  (Wilson	  et	  al.	  2010;	  Galimberti	  et	  al.	  2014).	  
The	  nucleus	  of	  the	  polen	  grain	  contains	  plant	  DNA,	  which	  can	  be	  extracted,	  amplified,	  and	  
sequenced	  using	  standard	  molecular	  techniques.	  Standard	  sequencing	  works	  wel	  on	  an	  individual	  
polen	  pelet	  basis	  since	  individual	  honeybees	  typicaly	  forage	  on	  only	  one	  plant	  species	  each	  day	  
(Barth	  et	  al.	  2009;	  Tautz	  2008;	  Free	  et	  al.	  1963).	  However,	  when	  analysing	  the	  polen	  from	  a	  
honeybee	  colony,	  with	  thousands	  of	  individual	  foraging	  honeybees,	  there	  can	  be	  a	  large	  number	  of	  
plant	  species	  colected	  during	  a	  day.	  In	  this	  case,	  the	  method	  would	  require	  sequencing	  a	  great	  
number	  of	  samples	  to	  guarantee	  the	  identification	  of	  al	  species	  present.	  	  Therefore,	  for	  studies	  
looking	  at	  plant	  species	  foraging	  by	  whole	  honeybee	  colonies,	  this	  method	  would	  be	  very	  time	  and	  
cost	  ineficient.	  
The	  current	  project	  investigates	  using	  Next	  Generation	  Sequencing	  (NGS)	  of	  DNA	  as	  an	  extension	  of	  
the	  DNA	  Sequencing	  method	  for	  polen	  identification	  and	  quantification.	  NGS	  alows	  researchers	  to	  
obtain	  large	  numbers	  of	  sequences	  from	  mixed	  samples	  (Shendure	  &	  Hanlee	  2008).	  Applying	  these	  
methods	  to	  polen	  pelets	  colected	  from	  beehives	  would	  alow	  polination	  studies	  to	  determine	  the	  
plant	  species	  visited	  by	  foragers,	  without	  knowing	  beforehand	  the	  number	  of	  plant	  species	  present	  in	  
each	  sample.	  Additionaly,	  since	  NGS	  has	  the	  potential	  to	  sequence	  al	  amplicons	  within	  a	  sample,	  the	  
polen	  pelets	  can	  be	  mixed	  together	  instead	  of	  being	  analysed	  one	  at	  a	  time.	  	  The	  present	  study	  
evaluates	  the	  potential	  for	  NGS	  as	  an	  alternative	  polen	  identification	  method	  by	  measuring	  how	  
efectively	  the	  method	  can	  identify	  the	  presence	  and	  abundance	  of	  plant	  species	  in	  polen	  samples	  
colected	  from	  honeybee	  hives.	  
Polen	  identification	  would	  enable	  the	  efectiveness	  of	  AES	  to	  be	  assessed	  by	  determining	  on	  which	  
plants	  the	  insects	  are	  foraging	  and	  how	  they	  are	  using	  the	  floral	  resources	  provided	  in	  the	  AES.	  	  If	  the	  
results	  from	  polen	  identification	  indicate	  that	  insects	  are	  not	  using	  these	  floral	  resources,	  then	  the	  
AES	  designs	  should	  be	  changed	  to	  increase	  their	  appeal	  to	  insect	  polinators.	  Identification	  of	  insect-­‐
colected	  polen	  would	  alow	  for	  the	  quantification	  of	  insect	  polinator	  preferences.	  	  While	  the	  floral	  
resources	  included	  in	  AES	  are	  claimed	  to	  benefit	  polinators,	  polen	  identification	  would	  assist	  in	  
determining	  whether	  insects	  use	  these	  resources	  preferentialy,	  or	  if	  they	  prefer	  other	  species	  not	  
included	  in	  the	  AES.	  	  Thus,	  relative	  polen	  preference,	  determined	  through	  polen	  identification	  and	  
quantification	  methods,	  would	  serve	  as	  a	  way	  to	  evaluate	  if,	  and	  to	  what	  extent,	  insect	  polinators	  
are	  using	  the	  supposedly	  beneficial	  plants	  in	  such	  schemes.	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1.3 Polen	  preference	  
Relative	  polen	  preference	  in	  the	  case	  of	  honeybees	  means	  that	  the	  colony	  as	  a	  whole	  shows	  a	  
preference	  for	  the	  polen	  of	  a	  particular	  plant	  species	  relative	  to	  the	  surrounding	  flowering	  plants	  
(Levin	  &	  Bohart	  1955).	  	  While	  honeybee	  preference	  for	  flowers	  depends	  on	  many	  factors,	  including	  
location	  of	  the	  plants	  in	  the	  landscape,	  morphology	  of	  the	  flowers,	  and	  flower	  colour	  and	  odour,	  
honeybees	  tend	  to	  prefer	  the	  polen	  of	  certain	  plant	  species	  over	  others.	  	  Boch	  (1982)	  found	  that	  
colour	  of	  polen	  can	  influence	  polen	  preference,	  with	  yelow	  polen	  being	  more	  preferred.	  	  However,	  
colour	  preference	  for	  polen	  has	  not	  been	  widely	  investigated	  in	  the	  literature.	  In	  controled	  
greenhouse	  experiments,	  Schmidt	  (1982)	  found	  that	  honeybees	  tended	  to	  prefer	  maple	  and	  almond	  
polen	  over	  the	  polen	  of	  six	  other	  species.	  	  Olsen	  et	  al.	  (1979)	  trapped	  polen	  from	  honeybee	  hives	  
located	  near	  apple,	  blueberry,	  cucumber,	  and	  strawberry	  crops	  and	  compared	  polen	  preference	  for	  
the	  crops	  based	  on	  relative	  species	  representation	  in	  the	  polen	  samples.	  	  The	  study	  found	  that	  apple	  
and	  strawberry	  polen	  were	  wel	  represented	  in	  the	  samples,	  whereas	  cucumber	  polen	  was	  not	  
present	  (Olsen	  et	  al.	  1979).	  	  In	  spite	  of	  these	  observations,	  relative	  polen	  preference	  in	  relation	  to	  
AESs	  has	  not	  been	  examined.	  	  	  
As	  mentioned	  before,	  studies	  assessing	  the	  efectiveness	  and	  ecological	  benefits	  of	  AESs	  are	  lacking	  
(Kleijn	  &	  Southerland	  2003;	  Kleijn	  et	  al.	  2006;	  Whittingham	  2007),	  despite	  the	  requirement	  for	  EU	  
member	  states	  to	  include	  them	  in	  their	  rural	  development	  plans	  (European	  Commission	  2015).	  The	  
Environmental	  Stewardship	  Handbook,	  which	  describes	  the	  rules	  and	  guidelines	  for	  AESs	  in	  the	  UK,	  
claims	  that	  margins	  of	  flowers	  sown	  around	  cultivated	  fields	  are	  designed	  to	  benefit	  birds	  and	  
invertebrates,	  including	  insect	  polinators	  (Natural	  England	  2013a	  &	  2013b).	  	  However,	  these	  claims	  
were	  not	  backed	  up	  with	  scientific	  evidence	  and	  need	  to	  be	  evaluated.	  
There	  are	  a	  few	  scientific	  studies	  that	  explore	  use	  of	  AESs	  by	  honeybees	  and	  the	  potential	  ways	  in	  
which	  they	  benefit	  from	  them.	  	  Couvilon	  et	  al.	  (2014)	  examined	  honeybee	  waggle	  dance	  patterns	  to	  
determine	  where	  they	  forage	  in	  landscapes	  containing	  diferent	  types	  of	  AES	  as	  wel	  as	  rural	  lands	  
without	  any	  such	  stewardship	  measures.	  	  This	  study	  found	  that	  honeybees	  showed	  a	  significant	  
foraging	  preference	  for	  Higher	  Level	  Stewardship	  sites	  (Couvilon	  et	  al.	  2014).	  	  However,	  this	  study	  
did	  not	  explore	  whether	  or	  not	  this	  preference	  was	  correlated	  to	  the	  floral	  resources	  available.	  	  
Carvel	  et	  al.	  (2007)	  found	  that	  bumble	  bee	  species	  abundance	  and	  diversity	  increased	  in	  response	  to	  
field	  margins	  planted	  with	  legume-­‐based	  polen	  and	  nectar	  seeds,	  but	  they	  concluded	  that	  a	  diverse	  
mix	  of	  flowers	  should	  be	  planted	  to	  ofer	  varying	  blooming	  durations	  and	  flower	  phenology.	  	  No	  
studies	  looked	  at	  the	  foraging	  preference	  of	  honeybees,	  or	  lack	  thereof,	  for	  particular	  floral	  
resources	  used	  in	  AESs.	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1.3.1 Phacelia	  tanacetifolia,	  a	  key	  species	  in	  AES	  
Phacelia	  tanacetifolia	  is	  a	  wildflower	  that	  is	  commonly	  planted	  in	  the	  field	  margins	  of	  AESs	  as	  a	  floral	  
resource.	  	  Native	  to	  California,	  this	  annual	  purple	  flower	  can	  germinate	  year-­‐round	  and	  has	  a	  long	  
flowering	  period	  of	  6-­‐8	  weeks	  (Bowie	  et	  al.	  1995;	  Wiliams	  &	  Christian	  1991).	  	  It	  is	  a	  known	  high-­‐
quality	  honey	  plant	  (Crane	  et	  al.	  1984)	  and	  insect	  attractant	  (Carreck	  &	  Wiliams	  1997).	  	  Its	  polen	  has	  
a	  high	  protein	  content	  (Trees	  for	  Bees	  NZ	  2014)	  and	  its	  nectar	  and	  polen	  have	  been	  shown	  to	  
improve	  the	  fitness	  of	  insects,	  including	  hoverflies	  (Hickman	  &	  Wratten	  1996;	  Laubertie	  et	  al.	  2012).	  	  
Phacelia	  tanacetifolia	  have	  several	  floral	  traits	  which	  are	  of	  interest	  for	  use	  in	  AESs.	  The	  flowers	  of	  P.	  
tanacetifolia	  secrete	  the	  highest	  amount	  of	  nectar	  in	  4-­‐	  to	  7-­‐hr	  old	  flowers	  (Wiliams	  1997).	  A	  study	  
by	  Ekroos	  et	  al.	  (2008)	  found	  that	  insect	  polinators	  benefitted	  from	  field	  margins,	  a	  type	  of	  AES	  
measure,	  which	  contained	  nectar-­‐rich	  flower	  species.	  	  While	  it	  is	  known	  that	  P.	  tanacetifolia	  has	  a	  
high-­‐quality	  nectar,	  it	  is	  not	  known	  how	  much	  nectar	  the	  P.	  tanacetifolia	  flowers	  produce.	  	  Thus,	  the	  
nectar	  flow	  of	  P.	  tanacetifolia	  should	  be	  examined.	  Since	  P.	  tanacetifolia	  is	  a	  key	  component	  of	  AESs	  
and	  has	  high-­‐quality	  nectar	  and	  polen,	  preference	  of	  honeybees	  for	  polen	  of	  this	  species	  was	  
studied	  as	  a	  way	  to	  assess	  part	  of	  AESs.	  	  Figure	  1.3.1	  shows	  P.	  tanacetifolia	  planted	  as	  a	  crop	  margin,	  
a	  type	  of	  AES	  measure.
	  
Figure	  1.3.1	  Phacelia	  tanacetifolia	  as	  it	  would	  look	  planted	  as	  a	  crop	  margin	  alongside	  an	  agricultural	  
field.	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1.3.2 Foraging	  behaviour	  of	  honeybees	  
Honeybees	  gather	  both	  nectar	  and	  polen	  from	  flowers.	  	  Nectar	  brought	  back	  to	  the	  hive	  is	  eaten	  by	  
the	  worker	  bees	  and	  also	  dehydrated	  and	  stored	  in	  the	  form	  of	  honey	  (Sammataro	  &	  Avitabile	  2011;	  
Tautz	  2008).	  Polen	  brought	  back	  to	  the	  hive	  is	  converted	  by	  the	  younger	  worker	  bees	  into	  a	  protein-­‐
rich	  jely	  to	  be	  fed	  to	  the	  larvae	  and	  the	  queen.	  The	  higher	  the	  polen	  quality,	  measured	  by	  protein,	  
amino	  acid,	  antioxidant,	  lipid,	  and	  sugar	  contents,	  the	  fitter	  the	  honeybee	  larvae	  and	  queen	  wil	  be,	  
leading	  to	  an	  overal	  healthier	  honeybee	  colony	  (Di	  Pasquale	  et	  al.	  2013;	  Keler	  et	  al.	  2005a).	  	  Most	  
foraging	  honeybees	  colect	  nectar	  and	  only	  a	  minority	  colect	  polen	  as	  it	  is	  a	  more	  specialised	  task	  
(Tautz	  2008).	  Foraging	  honeybees	  wil	  colect	  nectar	  as	  long	  as	  there	  are	  flowers	  available	  and	  the	  
weather	  is	  suitable	  (Fewel	  &	  Winston	  1995),	  but	  foraging	  honeybees	  wil	  colect	  polen	  only	  if	  the	  
hive	  needs	  it	  (Camazine	  1993;	  Dreler	  &	  Tarpy	  2000).	  	  This	  usualy	  occurs	  when	  the	  queen	  is	  laying	  
many	  eggs	  a	  day,	  or	  when	  the	  hive	  is	  stocking	  up	  on	  stores	  for	  the	  winter	  (Keler	  et	  al.	  2005b).	  
Honeybees	  were	  used	  as	  the	  study	  organism	  for	  this	  project	  not	  only	  because	  of	  their	  agricultural	  
importance	  in	  providing	  polination	  services,	  but	  also	  because	  of	  their	  distinct	  foraging	  behaviours.	  	  
Individual	  honeybees	  colect	  polen	  by	  gathering	  the	  polen	  grains	  from	  the	  anthers	  of	  flowers	  and	  
they	  use	  nectar	  to	  keep	  the	  polen	  grains	  together.	  They	  carry	  the	  polen	  in	  polen	  baskets,	  or	  
corbiculae,	  on	  their	  hind	  legs,	  forming	  pelets	  of	  polen	  grains	  (Keler	  et	  al.	  2005a).	  	  Honeybees	  
demonstrate	  floral	  constancy,	  meaning	  that	  individual	  foraging	  bees	  wil	  visit	  only	  one	  species	  of	  
flower	  in	  any	  one	  day,	  sometimes	  even	  over	  several	  days	  (Free	  1963).	  As	  a	  result	  of	  constancy	  of	  
individual	  honeybees	  for	  one	  plant	  species,	  each	  polen	  pelet	  is	  95-­‐99%	  of	  the	  time	  comprised	  of	  
only	  one	  species	  (Tautz	  2008;	  Newstrom-­‐Lloyd	  et	  al.	  n.d.).	  	  	  
There	  are	  many	  factors	  that	  can	  influence	  on	  which	  species	  a	  honeybee	  wil	  forage.	  	  Species	  of	  
flowers	  can	  be	  chosen	  on	  the	  basis	  of	  their	  petal	  colour,	  as	  honeybees	  are	  shown	  to	  prefer	  yelow	  
and	  blue	  (Goulson	  et	  al.	  2007);	  their	  odour,	  as	  honeybee	  can	  be	  attracted	  to	  or	  repeled	  by	  odour	  
(Ragubeer	  et	  al.	  2013;	  Pernal	  &	  Currie	  2002);	  ease	  of	  access	  to	  nectar	  and	  polen,	  as	  honeybees	  wil	  
visit	  a	  species	  more	  if	  they	  can	  easily	  gather	  nectar	  and/or	  polen	  from	  it	  (Pernal	  &	  Currie	  2002);	  and	  
density	  of	  blossoms,	  as	  honeybees	  prefer	  plants	  with	  a	  high	  density	  of	  flowers.	  	  Diferent	  species	  of	  
flowers	  can	  also	  have	  varying	  diurnal	  patterns	  of	  nectar	  flow,	  with	  some	  species	  having	  only	  high	  
nectar	  flow	  in	  the	  morning	  and	  some	  only	  in	  the	  afternoon.	  Desirability	  of	  species	  can	  also	  be	  
complicated	  by	  where	  the	  flowers	  are	  located	  relative	  to	  the	  hive	  (Henry	  et	  al.	  2012).	  	  If	  the	  flowers	  
are	  farther	  away,	  or	  if	  they	  are	  obscured	  by	  landscape	  features,	  then	  the	  species	  may	  not	  be	  
preferred	  by	  the	  colony.	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1.4 Project	  aim	  and	  research	  questions	  
The	  overal	  aim	  of	  this	  project	  was	  to	  contribute	  to	  assessing	  the	  efectiveness	  of	  AESs	  for	  
honeybees,	  first	  by	  examining	  polen	  identification	  methods	  useful	  in	  determining	  on	  which	  plant	  
species	  honeybee	  colonies	  forage	  and	  second	  by	  testing	  relative	  preference	  of	  honeybees	  for	  P.	  
tanacetifolia	  polen,	  a	  plant	  commonly	  found	  in	  AESs.	  	  	  
The	  folowing	  research	  questions	  were	  used	  to	  address	  the	  overal	  project	  aim:	  
Part	  One:	  Polen	  Identification	  Methods	  
1. How	  do	  polen	  identification	  techniques	  compare	  against	  each	  other	  in	  regards	  to	  time	  
requirements,	  expense,	  and	  accuracy?	  
2. How	  wel	  can	  NGS	  detect	  species	  presence	  and	  species	  abundance?	  
3. Compared	  to	  the	  polen	  identification	  methods	  researched	  in	  the	  literature,	  how	  efective	  is	  
NGS	  as	  a	  tool	  for	  assessments	  of	  honeybees’	  use	  of	  floral	  resources	  in	  AESs?	  	  
Part	  Two:	  Evaluating	  the	  Use	  of	  P.	  tanacetifolia	  by	  honeybees	  
1. To	  what	  extent	  do	  honeybees	  forage	  for	  polen	  on	  P.	  tanacetifolia	  in	  an	  agricultural	  
landscape?	  
2. What	  are	  the	  diurnal	  patterns	  of	  nectar	  flow	  in	  P.	  tanacetifolia?	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Chapter	  2	  
Methods	  
This	  section	  wil	  be	  divided	  into	  two	  parts:	  one	  discussing	  methods	  for	  polen	  identification	  and	  one	  
examining	  honeybees’	  use	  of	  Phacelia	  tanacetifolia	  as	  a	  way	  to	  assess	  Agri-­‐Environment	  Schemes	  
(AESs).	  	  
2.1 Polen	  identification	  methods	  
Six	  polen	  identification	  methods	  were	  researched	  using	  the	  literature	  to	  compare	  their	  advantages	  
and	  disadvantages	  as	  wel	  as	  costs	  and	  time	  demands	  relative	  to	  each	  other.	  	  This	  comparison	  wil	  
answer	  the	  first	  research	  question	  of	  how	  polen	  identification	  techniques	  compare	  against	  each	  
other.	  	  Then	  the	  folowing	  methodology	  was	  used	  to	  address	  the	  second	  and	  third	  research	  questions	  
on	  evaluating	  Next	  Generation	  Sequencing	  (NGS)	  as	  an	  alternative	  polen	  identification	  method.	  
2.1.1 Field	  colection	  
Polen	  was	  colected	  from	  two	  healthy	  honeybee	  colonies	  during	  the	  summer	  of	  2013-­‐2014	  in	  the	  
Canterbury	  province,	  New	  Zealand	  (latitude:	  -­‐43.63788760,	  longitude:	  172.53225660).	  Polen	  traps	  
were	  attached	  to	  the	  bottom	  of	  each	  hive	  and	  used	  to	  colect	  polen	  from	  the	  honeybees.	  Polen	  
traps	  have	  two	  entrances	  which	  alow	  the	  foraging	  honeybees	  to	  enter	  and	  exit	  the	  hive	  freely.	  	  The	  
main	  entrance/exit	  can	  be	  closed,	  forcing	  al	  of	  the	  foraging	  bees	  to	  enter	  and	  exit	  through	  a	  smaler	  
entrance.	  	  This	  smaler	  entrance	  makes	  the	  honeybees	  entering	  the	  hive	  go	  through	  a	  fine	  mesh	  grid,	  
efectively	  brushing	  of	  any	  polen	  pelets	  on	  the	  hind	  legs	  of	  the	  foraging	  honeybees.	  	  These	  polen	  
pelets	  can	  be	  colected	  from	  the	  polen	  traps	  via	  a	  sliding	  tray	  located	  under	  the	  mesh	  grid.	  	  Polen	  
traps	  are	  the	  recommended	  method	  for	  colecting	  polen	  from	  a	  honeybee	  bee	  (Dimou	  &	  
Thrasyvoulou	  2007)	  and	  this	  method	  is	  used	  very	  commonly	  in	  the	  literature	  on	  polen	  foraging	  
behaviours	  of	  honeybees.	  	  
Polen	  was	  colected	  on	  days	  when	  the	  temperature	  was	  above	  18°C	  to	  ensure	  consistently	  high	  bee	  
foraging	  activity.	  Colection	  times	  were	  10:00-­‐11:00	  in	  the	  morning	  and	  14:00-­‐15:00	  in	  the	  afternoon	  
to	  compare	  plant	  species	  foraged	  for	  during	  these	  two	  periods.	  Polen	  was	  colected	  for	  a	  total	  of	  11	  
days.	  	  The	  polen	  was	  colected	  by	  removing	  the	  bottom	  tray	  of	  the	  polen	  trap	  and	  emptying	  al	  of	  
the	  polen	  pelets	  into	  a	  25	  mL	  tube.	  The	  colected	  polen	  was	  then	  stored	  at	  -­‐80°C	  for	  subsequent	  
DNA	  analysis.	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2.1.2 DNA	  extraction	  
To	  prepare	  the	  samples	  for	  DNA	  extraction,	  the	  polen	  pelets	  were	  frozen	  with	  liquid	  nitrogen	  and	  
then	  ground	  into	  a	  fine	  powder	  using	  a	  mortar	  and	  pestle.	  The	  mortar	  and	  pestle	  had	  been	  bleached	  
overnight	  and	  oven-­‐dried	  between	  each	  use	  to	  ensure	  no	  cross-­‐contamination	  between	  samples.	  
From	  each	  polen	  powder	  sample,	  three	  subsamples	  (triplicates)	  were	  taken	  to	  evaluate	  replicability	  
and	  accuracy	  of	  NGS	  results	  by	  cross-­‐checking	  species	  presence/absence	  and	  abundance	  between	  
subsamples.	  A	  GF-­‐1	  Nucleic	  Acid	  Extraction	  kit	  (Vivantis	  Technologies)	  was	  used	  to	  extract	  DNA	  from	  
the	  polen	  samples.	  Once	  obtained,	  the	  extracted	  DNA	  was	  stored	  at	  -­‐20	  °C.	  
2.1.3 Polymerase	  Chain	  Reactions	  (PCR)	  
The	  ITS	  (Internal	  Transcribed	  Spacer)	  gene	  region	  was	  selected	  for	  amplification	  of	  DNA	  extracts	  by	  
PCR.	  	  ITS	  was	  selected	  as	  universal	  primers	  are	  available	  for	  this	  region	  and	  it	  is	  easy	  to	  amplify	  due	  
to	  its	  high	  copy	  number	  in	  the	  genome;	  for	  this	  project	  the	  ITS	  primers	  ITS	  5	  was	  used	  for	  forward	  
sequences	  and	  ITS	  2	  for	  reverse	  sequences	  (Baldwin	  1992;	  Baldwin	  et	  al.	  1995;	  Salariato	  et	  al.	  2015).	  	  
To	  amplify	  the	  DNA	  sequences	  properly	  for	  use	  in	  NGS,	  fusion	  primers	  were	  designed.	  	  These	  primers	  
difer	  from	  standard	  primers	  in	  that	  they	  contain	  the	  folowing	  additions	  to	  the	  forward	  or	  reverse	  
primer	  sequence:	  (1)	  adaptor	  sequences	  that	  are	  needed	  for	  454	  pyrosequencing	  and	  (2)	  Multiplex	  
IDentifier	  (MID)	  tags,	  to	  identify	  each	  unique	  sample.	  Example	  forward	  and	  reverse	  fusion	  primer	  
sequences	  are	  shown	  below	  in	  Figure	  2.1.1;	  for	  a	  complete	  list	  of	  fusion	  primer	  sequences,	  see	  
Appendix	  1.	  	  
	  
	  
Figure	  2.1.1	  Example	  of	  forward	  and	  reverse	  fusion	  primers	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Each	  PCR	  reaction	  contained	  a	  total	  of	  10	  μL,	  made	  up	  of	  2.7	  μL	  ultra-­‐pure	  DNA-­‐free	  water,	  5	  μL	  of	  
Gotaq	  Green	  (Promega,	  Madison,	  WI,	  USA),	  0.4	  μL	  of	  forward	  and	  reverse	  fusion	  primers	  (10	  μM),	  
and	  1.5	  μL	  of	  DNA	  extract.	  Positive	  and	  negative	  controls	  were	  used	  for	  each	  PCR	  run	  to	  check	  for	  
contamination.	  The	  PCR	  reaction	  conditions	  in	  the	  Thermocycler	  were	  optimised	  from	  Baldwin	  
(1992)	  as	  folows:	  97	  °C	  for	  1	  minute	  for	  initial	  denaturation;	  30	  cycles	  at	  97	  oC	  for	  1	  minute,	  53	  °C	  for	  
1	  minute,	  and	  72	  °C	  for	  45	  seconds;	  and	  finaly	  72	  °C	  for	  7	  minutes	  for	  final	  extension.	  Al	  PCR	  
products	  were	  stored	  at	  4	  °C.	  
2.1.4 Gel	  extraction	  and	  purification	  
PCR	  products	  were	  run	  through	  a	  1.5%	  agarose	  gel	  by	  electrophoresis	  and	  visualised	  with	  SYBR	  Safe	  
DNA	  stain.	  Under	  blue	  light,	  al	  visible	  bands	  were	  cut	  out	  of	  the	  gel	  using	  a	  sterile	  scalpel	  and	  
purified	  folowing	  the	  Zymo	  Gel	  Purification	  Kit	  instructions	  (Zymo	  Research).	  Purified	  PCR	  products	  
were	  eluted	  in	  10	  μL	  of	  water	  and	  stored	  at	  -­‐20°C.	  
2.1.5 DNA	  concentration	  normalisation	  
DNA	  concentrations	  were	  measured	  using	  a	  Qubit	  Assay	  kit	  dsDNA	  HS	  (0.2-­‐100ng)	  and	  a	  Qubit	  
fluorometer	  (Life	  Technologies,	  Auckland,	  New	  Zealand).	  PCR	  and	  gel	  extraction	  were	  repeated	  for	  
any	  sample	  with	  DNA	  concentration	  below	  1	  μM.	  Al	  samples	  were	  normalised	  to	  2	  ng/μL	  DNA	  
concentration.	  	  If	  a	  sample	  was	  above	  2	  ng/μL	  then	  the	  appropriate	  amount	  of	  DNA-­‐free	  water	  was	  
added	  to	  dilute	  the	  concentration;	  if	  a	  sample	  was	  below	  2	  ng/μL	  but	  above	  1	  ng/μL,	  then	  more	  PCR	  
product	  was	  added	  to	  reach	  2	  ng/μL.	  	  The	  samples	  were	  then	  pooled	  for	  sequencing.	  
2.1.6 454	  sequencing	  and	  data	  processing	  
Pooled	  PCR	  products	  were	  sent	  to	  the	  AGTC	  laboratory	  at	  the	  University	  of	  Kentucky	  for	  454	  -­‐
pyrosequencing	  and	  run	  on	  3	  lanes	  of	  a	  GS-­‐Junior	  Titanium	  system	  to	  test	  for	  potential	  systematic	  
bias.	  The	  software	  PRINSEQ	  was	  used	  to	  trim	  and	  filter	  out	  poor	  quality	  sequences	  (Schmeider	  &	  
Edwards	  2011).	  The	  rest	  of	  the	  data	  processes	  for	  the	  NGS	  sequences	  were	  done	  using	  the	  software	  
QIME	  (Caporaso	  et	  al.	  2010).	  Al	  potential	  chimera	  sequences	  were	  removed,	  and	  the	  sequences	  
were	  de-­‐multiplexed	  (sorted)	  into	  samples	  and	  subsamples	  according	  to	  their	  MID	  tags	  and	  primers.	  
Sequences	  were	  then	  de-­‐noised	  to	  reduce	  the	  number	  of	  falsely	  identified	  sequences.	  For	  each	  
sample,	  sequences	  were	  then	  colapsed	  to	  obtain	  a	  list	  of	  molecular	  taxonomic	  units	  (MOTUs)	  or	  
representative	  sequences,	  which	  were	  queried	  against	  the	  database	  GenBank	  (Altschul	  et	  al.	  1990).	  
Only	  reads	  with	  more	  than	  97%	  similarity	  with	  GenBank	  species	  (Caporaso	  et	  al.	  2010)	  and	  which	  
were	  known	  to	  be	  present	  in	  the	  geographical	  region	  were	  considered	  as	  valid	  matches.	  For	  each	  
MOTU,	  the	  species	  match	  with	  the	  highest	  similarity	  percentage	  and	  lowest	  E-­‐score	  was	  chosen.	  	  The	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number	  of	  sequences	  which	  were	  colapsed	  into	  each	  MOTU	  was	  taken	  to	  represent	  relative	  
abundance.	  
2.1.7 Data	  analysis	  
To	  answer	  the	  second	  research	  question	  of	  how	  wel	  does	  NGS	  detect	  species	  presence	  and	  species	  
abundance,	  the	  triplicates	  were	  compared	  within	  each	  sample.	  Al	  of	  this	  analysis	  was	  done	  in	  R	  (R	  
Core	  Team	  2014).	  First	  the	  data	  were	  subset	  into	  individual	  samples	  containing	  the	  three	  triplicates.	  	  
Then	  species	  absence	  data	  was	  removed	  when	  a	  species	  was	  absent	  from	  al	  triplicates	  in	  a	  sample	  to	  
avoid	  skewing	  the	  analysis.	  	  Presence	  and	  abundance	  data	  were	  compared	  between	  the	  triplicates	  
using	  generalised	  mixed	  efects	  linear	  models.	  The	  summary	  statistics	  were	  used	  to	  determine	  how	  
wel	  the	  triplicates	  correlated	  between	  each	  other,	  with	  a	  high	  correlation	  signifying	  a	  high	  level	  of	  
accuracy	  and	  consistency	  of	  the	  NGS	  method.	  
The	  data	  generated	  from	  NGS	  was	  then	  used	  to	  investigate	  how	  species	  presence/absence	  and	  
species	  abundance	  vary	  between	  morning	  and	  afternoon	  as	  an	  example	  of	  how	  NGS	  can	  be	  used	  to	  
answer	  biological	  or	  ecological	  questions.	  If	  the	  statistical	  models	  used	  to	  analyse	  these	  data	  from	  
the	  NGS	  method	  work	  wel,	  then	  NGS	  could	  be	  an	  efective	  method	  to	  use	  in	  assessing	  polen	  
preferences	  of	  honeybees	  around	  AESs.	  	  To	  look	  at	  diurnal	  patterns	  in	  species	  presence	  and	  
abundance,	  the	  samples	  were	  separated	  into	  morning	  and	  afternoon	  groups	  and	  compared.	  The	  
presence/absence	  data	  were	  tested	  for	  significance	  between	  morning	  and	  afternoon	  using	  
generalised	  linear	  models	  (family=binomial).	  	  The	  abundance	  data	  were	  log-­‐transformed	  to	  convert	  
the	  data	  from	  a	  Poisson	  distribution	  to	  a	  normal	  distribution	  and	  then	  tested	  using	  two-­‐tailed	  paired	  
t-­‐tests.	  Communities	  of	  species	  composition	  in	  the	  morning	  and	  afternoon	  were	  compared	  using	  a	  
Non	  Metric	  Multi-­‐Dimensional	  Scaling	  (NMDS)	  analysis.	  The	  results	  of	  this	  ordination	  were	  tested	  for	  
significance	  using	  an	  Adonis	  test.	  
2.2 Polen	  preference	  methods	  
To	  assess	  the	  relative	  polen	  preferences	  of	  honeybees	  for	  P.	  tanacetifolia,	  two	  field	  experiments	  
were	  conducted	  along	  with	  one	  in	  a	  greenhouse.	  	  	  
2.2.1 Polen	  colection	  when	  Phacelia	  tanacetifolia	  is	  present	  
The	  first	  field	  experiment	  sought	  to	  answer	  the	  research	  question	  of	  to	  what	  extent	  do	  honeybees	  
forage	  on	  P.	  tanacetifolia	  for	  polen	  in	  an	  agricultural	  landscape.	  	  
Setting	  	  
P.	  tanacetifolia	  was	  sown	  in	  strips	  8	  meters	  long	  and	  1.5	  meters	  wide	  every	  two	  weeks	  to	  ensure	  a	  
constant	  blooming	  period	  of	  at	  least	  6	  weeks	  for	  polen	  colection.	  	  The	  honeybee	  hives	  used	  for	  this	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experiment	  were	  located	  about	  25	  meters	  from	  the	  strips	  of	  flowers.	  	  Two	  healthy	  hives	  with	  queens	  
of	  similar	  age	  (determined	  by	  the	  beekeeper)	  were	  chosen,	  as	  the	  age	  of	  the	  queens	  afects	  the	  
polen	  demand	  of	  the	  colony	  and	  thus	  polen	  foraging.	  
Polen	  Colection	  
Polen	  traps	  were	  instaled	  on	  both	  honeybee	  hives	  and	  were	  again	  used	  to	  colect	  polen.	  Polen	  was	  
colected	  every	  day	  that	  it	  was	  not	  raining	  and	  the	  temperature	  was	  at	  or	  above	  14°C	  (a	  total	  of	  
twelve	  days),	  as	  honeybees	  do	  not	  leave	  the	  hive	  to	  forage	  when	  it	  is	  cold	  or	  raining	  (Dimou	  et	  al.	  
2006).	  The	  main	  entrances	  of	  the	  polen	  traps	  were	  closed	  at	  11:00	  and	  opened	  again	  at	  13:00	  to	  
colect	  al	  of	  the	  polen	  the	  foraging	  bees	  brought	  back	  to	  the	  hive	  during	  this	  2-­‐hour	  period.	  	  This	  
time	  period	  was	  selected	  because	  honeybee	  foraging	  activity	  is	  high	  during	  the	  middle	  of	  the	  day	  
(García-­‐García	  et	  al.	  2004),	  and	  this	  period	  was	  likely	  to	  include	  both	  those	  species	  that	  were	  foraged	  
more	  heavily	  in	  the	  morning	  and	  those	  species	  that	  were	  foraged	  more	  heavily	  during	  the	  afternoon.	  	  
Temperature,	  wind	  speed,	  wind	  direction	  and	  cloud	  cover	  were	  recorded	  halfway	  through	  the	  polen	  
colection	  at	  12:00	  as	  these	  conditions	  have	  been	  shown	  to	  have	  an	  efect	  on	  polen	  foraging	  by	  
honeybees.	  
Al	  the	  polen	  pelets	  from	  each	  time	  period	  were	  colected	  in	  25	  mL	  containers	  and	  stored	  in	  -­‐20°C	  
freezers	  to	  ensure	  that	  no	  fungi	  would	  grow	  on	  the	  polen	  samples.	  
Species	  identification	  from	  polen	  samples	  
The	  polen	  pelets	  in	  each	  sample	  were	  weighed	  and	  counted.	  	  The	  purple	  pelets	  were	  separated	  
from	  the	  others	  and	  placed	  in	  individual	  tubes,	  as	  they	  could	  potentialy	  be	  P.	  tanacetifolia	  polen	  (P.	  
tanacetifolia	  pelets	  are	  purple).	  	  DNA	  was	  extracted	  from	  each	  of	  these	  purple	  polen	  pelets	  to	  
determine	  whether	  or	  not	  they	  were	  P.	  tanacetifolia.	  	  The	  same	  GF1	  DNA	  extraction	  kit	  (Vivantis,	  Life	  
Technologies)	  that	  was	  used	  for	  the	  NGS	  polen	  identification	  methods	  was	  used	  for	  DNA	  extraction.	  	  	  
DNA	  was	  extracted,	  stored,	  and	  amplified	  by	  PCR	  using	  the	  protocol	  and	  primers	  described	  above	  
(Section	  2.1).	  	  
Gel	  electrophoresis	  was	  used	  to	  check	  if	  DNA	  was	  present	  in	  the	  PCR	  products,	  each	  of	  which	  was	  run	  
through	  a	  1.5%	  agarose	  gel	  to	  confirm	  the	  success	  of	  the	  PCR	  reaction.	  	  The	  gel	  was	  checked	  for	  
bands,	  indicating	  the	  presence	  of	  DNA.	  	  The	  positive	  and	  negative	  controls	  were	  checked	  as	  wel;	  if	  
there	  was	  a	  band	  present	  for	  the	  negative	  control,	  then	  this	  indicated	  contamination	  of	  the	  samples.	  
If	  no	  contamination	  was	  present,	  then	  the	  PCR	  products	  were	  sequenced	  using	  standard	  Sanger	  
sequencing	  in	  the	  forward	  and	  reverse	  direction.	  The	  resulting	  sequences	  were	  queried	  against	  the	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GenBank	  database	  to	  determine	  what	  species	  they	  were.	  The	  data	  were	  analysed	  for	  proportion	  of	  P.	  
tanacetifolia	  polen	  pelets	  in	  each	  sample.	  
2.2.2 Observations	  of	  honeybees	  foraging	  for	  Phacelia	  tanacetifolia	  
To	  complement	  the	  polen	  colection	  experiment,	  honeybees	  foraging	  on	  P.	  tanacetifolia	  were	  
recorded.	  	  In	  this	  way,	  use	  of	  P.	  tanacetifolia	  by	  honeybees	  was	  examined	  from	  both	  the	  hive	  
perspective	  through	  the	  polen	  brought	  back	  to	  the	  hive	  from	  foragers	  and	  from	  the	  field	  perspective	  
through	  the	  foragers’	  use	  of	  it	  in	  the	  field.	  	  
The	  strips	  of	  P.	  tanacetifolia	  from	  polen	  colection	  experiment	  were	  used	  to	  make	  observations	  of	  
honeybees	  on	  the	  flowers	  at	  10:00,	  12:00,	  and	  15:00.	  	  At	  9:00,	  there	  was	  often	  dew	  on	  the	  P.	  
tanacetifolia	  flowers,	  so	  the	  honeybees	  would	  not	  forage	  on	  them.	  	  Therefore,	  10:00	  was	  chosen	  as	  
the	  starting	  time	  for	  morning	  observations.	  	  The	  strips	  of	  P.	  tanacetifolia	  were	  monitored	  for	  
honeybees	  for	  5	  minutes	  at	  the	  three	  times.	  	  The	  number	  of	  honeybees	  foraging	  for	  nectar	  and	  the	  
number	  foraging	  for	  polen	  were	  recorded.	  Twenty	  flowers	  of	  P.	  tanacetifolia	  were	  chosen	  at	  random	  
and	  the	  amount	  of	  polen	  on	  their	  anthers	  as	  wel	  as	  their	  relative	  age	  were	  recorded.	  	  	  The	  amounts	  
of	  polen	  on	  anthers	  of	  the	  P.	  tanacetifolia	  flowers	  were	  scored	  based	  on	  the	  amount	  of	  visible	  polen	  
covering	  the	  anthers;	  the	  scoring	  scale	  is	  shown	  in	  Table	  2.2.1.	  The	  ages	  of	  the	  P.	  tanacetifolia	  
flowers	  were	  scored	  using	  the	  four	  stages	  of	  P.	  tanacetifolia	  flower	  longevity	  defined	  by	  Wiliams	  
(1997);	  the	  scoring	  scale	  is	  shown	  in	  Table	  2.2.2	  
Table	  2.2.1	  Scores	  for	  amount	  of	  polen	  on	  P.	  tanacetifolia	  flowers	  
Amount	  of	  Polen	   Score	  
No	  visible	  polen	  (0%)	   0	  
Smal	  amount	  of	  visible	  polen	  (25%)	   1	  
Some	  visible	  polen	  (50%)	   2	  
Large	  amount	  of	  visible	  polen	  (75-­‐100%)	   3	  
	  
Table	  2.2.2	  Scores	  for	  age	  of	  P.	  tanacetifolia	  flowers	  
Maturity	  of	  Flowers	   Score	  
Just-­‐opened	  flower	  (Stage	  1:	  curled	  filaments	  
and	  style)	  
1	  
Mid-­‐age	  flower	  (Stage	  2:	  filaments	  uncurled	  and	  
petals	  at	  about	  60°)	  
2	  
Mid-­‐age-­‐old	  Flower	  (Stage	  3:	  petals	  at	  about	  20-­‐
60°,	  styles	  longer	  than	  filaments)	  
3	  
Older	  Flower	  (Stage	  4:	  petals	  closing,	  some	  
anthers	  may	  have	  falen	  of	  filaments)	  
4	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Weather	  conditions	  of	  temperature,	  wind	  speed	  and	  direction,	  and	  cloud	  cover	  were	  recorded	  at	  
each	  observation	  time.	  
Since	  the	  areas	  where	  the	  P.	  tanacetifolia	  was	  blooming	  changed	  throughout	  the	  experiment	  as	  
some	  areas	  started	  to	  go	  to	  fruit	  and	  others	  started	  flowering,	  honeybee	  counts	  were	  divided	  by	  the	  
area	  of	  P.	  tanacetifolia	  monitored	  during	  that	  time	  period.	  A	  mixed	  efects	  linear	  model	  was	  used	  to	  
test	  for	  significance	  between	  the	  number	  of	  honeybees	  foraging	  for	  nectar	  and	  the	  number	  foraging	  
for	  polen	  at	  the	  diferent	  times	  of	  day.	  A	  mixed	  efects	  linear	  model	  was	  also	  used	  to	  test	  for	  the	  
relationship	  between	  honeybees	  foraging	  for	  polen	  and	  the	  amount	  of	  polen	  on	  the	  flowers	  at	  
diferent	  times	  of	  day	  and	  again	  to	  test	  for	  the	  relationship	  between	  overal	  number	  of	  foraging	  
honeybees	  and	  maturity	  of	  flowers	  at	  diferent	  times	  of	  day.	  
2.2.3 Nectar	  volumes	  in	  Phacelia	  tanacetifolia	  flowers	  
The	  nectar	  volumes	  of	  P.	  tanacetifolia	  were	  recorded	  to	  see	  if	  the	  nectar	  volumes,	  and	  thus	  how	  
attractive	  the	  P.	  tanacetifolia	  flowers	  can	  be	  to	  honeybees,	  fluctuate	  at	  diferent	  times	  of	  day.	  	  This	  
experiment	  was	  done	  to	  answer	  the	  research	  question	  of	  what	  are	  the	  diurnal	  patterns	  of	  nectar	  
flow	  in	  P.	  tanacetifolia.	  	  Trays	  of	  P.	  tanacetifolia	  were	  grown	  in	  a	  heated	  greenhouse	  with	  a	  14	  hr	  
photo	  period.	  	  Once	  the	  plants	  were	  blooming,	  nectar	  volumes	  were	  measured	  using	  micro	  capilary	  
tubes	  of	  fixed	  diameter	  to	  suck	  the	  nectar	  from	  the	  bottom	  of	  the	  flower.	  Then	  the	  amount	  of	  nectar	  
in	  the	  tubes	  was	  quantified	  by	  measuring	  the	  length	  of	  liquid	  in	  the	  tubes,	  with	  each	  milimetre	  being	  
equivalent	  to	  1	  microlitre.	  	  This	  was	  done	  for	  ten	  flowers	  at	  10:00,	  12:00,	  and	  15:00	  using	  micro	  
capilary	  tubes	  and	  digital	  calipers	  to	  measure	  the	  length	  of	  the	  nectar	  in	  the	  tubes.	  	  At	  each	  time,	  
the	  temperature	  in	  the	  greenhouse	  was	  also	  recorded.	  	  These	  three	  times	  were	  chosen	  to	  match	  the	  
observational	  data	  colected	  at	  the	  same	  times	  on	  honeybees	  foraging	  on	  P.	  tanacetifolia.	  	  This	  
process	  was	  repeated	  for	  ten	  days.	  A	  mixed	  efects	  linear	  model	  was	  used	  to	  test	  for	  diferences	  in	  
nectar	  volumes	  between	  the	  three	  times	  of	  day.	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Chapter	  3	  
Results	  
3.1 Polen	  identification	  results	  	  
	  
To	  answer	  the	  first	  and	  second	  research	  questions	  of	  how	  do	  polen	  identification	  techniques	  
compare	  against	  each	  other	  and	  to	  the	  proposed	  alternative	  of	  Next	  Generation	  Sequencing	  (NGS),	  
Table	  3.1.1	  was	  created.	  	  
Table	  3.1.1	  Comparison	  of	  polen	  identification	  methods	  based	  on	  time,	  cost,	  and	  accuracy	  
	   Time	   Cost	   Accuracy	   References	  
Visual	   Low	   Low	   Low	   Barth	  et	  al.	  2009;	  Stanley	  
&	  Linskens	  1974;	  Arita	  et	  
al.	  1989	  
Microscopy	   High	   Moderate	   Moderate	   Barth	  et	  al	  2010;	  
Erdtman	  1943	  
Flow	  Cytometry	   Moderate	   High	   Unknown	   Kron	  et	  al.	  2014;	  Kron	  &	  
Husband	  2012)	  
Infrared	  Spectroscopy	   Moderate	   High	   Unknown	   Gonzalez-­‐Martin	  et	  al.	  
2007;	  Gottardini	  et	  al.	  
2007	  
Computer	  Image	  
recognition	  
Unknown	   Unknown	   Unknown	   Marcos	  et	  al.	  2014;	  
Mitsumoto	  et	  al.	  2009	  
DNA	  Sanger	  sequencing	   High	   High	   High	   Galimberti	  et	  al.	  2014;	  
Bruni	  et	  al.	  2015	  
NGS	   High	   High	   Moderate	   	  
	   	   	   	   	  
	  
Time	  and	  cost	  values	  were	  based	  on	  personal	  observation	  and	  what	  was	  found	  in	  the	  literature.	  
Comparing	  the	  accuracy	  of	  each	  of	  these	  methods	  experimentaly	  was	  beyond	  the	  scope	  of	  this	  
study.	  However,	  from	  the	  literature,	  the	  accuracy	  of	  some	  of	  the	  methods	  was	  deduced.	  	  Due	  to	  the	  
novelty	  and	  limited	  use	  of	  some	  polen	  identification	  methods	  to-­‐date,	  some	  of	  the	  values	  were	  
unknown.	  The	  visual	  categorisation	  method	  was	  thought	  to	  have	  the	  lowest	  time	  requirements,	  cost,	  
and	  accuracy.	  Microscopy	  was	  thought	  to	  have	  the	  next	  lowest	  cost,	  and	  its	  time	  requirements	  and	  
accuracy	  were	  high	  and	  moderate,	  respectively.	  	  DNA	  Sanger	  sequencing	  was	  thought	  to	  have	  the	  
highest	  accuracy,	  as	  DNA	  barcoding	  would	  be	  able	  to	  identify	  individual	  polen	  samples	  to	  species.	  
Some	  of	  these	  methods	  would	  have	  low	  time	  requirements	  and	  costs	  if	  the	  number	  of	  samples	  to	  be	  
processed	  was	  smal	  (i.e.,	  Microscopy	  and	  DNA	  Sanger	  Sequencing).	  For	  the	  purpose	  of	  creating	  
Table	  3.1.1	  however,	  the	  values	  were	  estimated	  for	  a	  sample	  size	  similar	  to	  the	  one	  used	  to	  assess	  
the	  NGS	  method	  (sample	  size	  =37).	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Table	  3.1.2	  Comparison	  of	  polen	  identification	  methods	  using	  additional	  criteria	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
The	  values	  in	  Table	  3.1.2	  were	  based	  on	  personal	  observation	  and	  the	  literature.	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3.1.1 Results	  of	  the	  NGS	  method	  
	  
For	  the	  third	  research	  question	  on	  how	  wel	  NGS	  can	  detect	  species	  presence	  and	  abundance,	  the	  
triplicates	  (subsamples)	  within	  each	  sample	  group	  were	  compared	  against	  each	  other.	  	  First	  the	  
subsamples	  within	  the	  same	  sample	  group	  were	  compared	  for	  species	  presence.	  	  Species	  detected	  in	  
both	  of	  the	  compared	  subsamples	  was	  interpreted	  as	  a	  positive	  detection,	  and	  species	  detected	  in	  
only	  one	  of	  the	  subsamples	  compared	  was	  a	  missed	  detection.	  	  Within	  each	  subsample	  comparison,	  
the	  percent	  detection	  was	  calculated	  and	  then	  averaged	  for	  each	  sample	  group.	  Table	  3.1.3	  shows	  
the	  subsample	  comparisons	  for	  species	  detection	  in	  the	  first	  three	  sample	  groups.	  
Table	  3.1.3.	  Detection	  percentage	  of	  species	  presence	  in	  subsamples	  from	  samples	  1-­‐3	  
Sample	   Subsample	  
comparison	  
Detection	  
Percentage	  of	  
Present	  Species	  
Average	  Species	  
Detection	  per	  
Sample	  
1	   1a	  1b	   67%	   	  
1	   1b	  1c	   50%	   72%	  
1	   1a	  1c	   100%	   	  
2	   2a	  2c	   33%	   	  
2	   2b	  2c	   75%	   61%	  
2	   2a	  2c	   75%	   	  
3	   3a	  3b	   25%	   	  
3	   3b	  3c	   80%	   43%	  
3	   3a	  3c	   25%	   	  
	  
Generalized	  linear	  models	  were	  used	  to	  assess	  the	  consistency	  of	  species	  abundance	  between	  
subsamples	  within	  the	  same	  sample	  group.	  	  The	  slope	  values	  from	  the	  summary	  statistics	  were	  used	  
to	  compare	  how	  wel	  the	  species	  abundances	  between	  two	  triplicate	  subsamples	  correlated	  to	  each	  
other.	  	  A	  slope	  value	  closer	  to	  zero	  represented	  a	  smal	  or	  negligible	  diference	  between	  species	  
abundances	  between	  subsamples.	  	  Figure	  3.1.1	  shows	  the	  mean	  slope	  values	  for	  each	  sample	  group	  
calculated	  from	  the	  generalised	  linear	  models.	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Figure	  3.1.1	  Mean	  slope	  values	  calculated	  from	  generalised	  linear	  models	  for	  each	  sample	  group.	  	  A	  
value	  closer	  to	  zero	  represents	  a	  higher	  amount	  of	  similarity	  between	  species	  
abundances	  in	  subsamples.	  
	  
While	  the	  mean	  slope	  values	  are	  relatively	  close	  to	  zero,	  the	  p	  values	  from	  the	  generalised	  linear	  
models	  revealed	  that	  72	  out	  of	  the	  105	  comparisons	  between	  subsamples	  were	  significantly	  diferent	  
from	  each	  other.	  
The	  data	  was	  also	  analysed	  to	  test	  whether	  a	  higher	  species	  abundance	  in	  subsamples	  was	  related	  to	  
a	  higher	  detection	  percentage	  in	  sample	  groups	  using	  a	  linear	  model.	  	  The	  results	  of	  the	  linear	  model	  
showed	  that	  there	  was	  a	  significant	  relationship	  between	  species	  detection	  and	  species	  abundance	  
when	  the	  percentage	  of	  species	  detection	  was	  67%	  and	  100%	  (p	  value=	  2	  x	  10-­‐16	  for	  both	  the	  67%	  
and	  100%	  detection	  percentages;	  adjusted	  R2	  =	  0.5425).	  	  
Species	  Presence	  and	  Abundance	  in	  the	  Morning	  and	  Afternoon	  
Species	  presence	  and	  species	  abundance	  data	  were	  also	  used	  to	  test	  using	  the	  NGS	  method	  to	  
answer	  the	  simple	  biological	  question	  of	  does	  species	  presence	  and	  species	  abundance	  change	  difer	  
between	  the	  morning	  and	  afternoon	  samples.	  	  As	  the	  dataset	  contained	  days	  in	  which	  many	  of	  the	  
species	  were	  neither	  present	  in	  the	  morning	  or	  afternoon	  (double	  zeros),	  only	  the	  species	  commonly	  
found	  in	  the	  dataset	  and	  present	  in	  either	  the	  morning	  or	  afternoon	  were	  used	  to	  compare	  between	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morning	  and	  afternoon.	  	  Species	  present	  in	  at	  least	  30%	  of	  the	  samples	  (morning	  or	  afternoon)	  were	  
considered	  common	  and	  used	  for	  this	  analysis.	  Species	  presence	  data	  were	  analysed	  using	  
generalized	  linear	  models.	  	  Abundance	  data	  were	  analysed	  using	  tow-­‐tailed	  paired	  t-­‐tests.	  	  These	  
results	  are	  shown	  in	  Table	  3.1.4.	  
Table	  3.1.4	  Species	  presence	  and	  species	  abundance	  p	  values	  from	  GLMs	  and	  paired	  t-­‐tests	  
Species	   Presence	  p	  value	   Abundance	  p	  value	  
Raphanus	  sativus	   0.3016	   0.2825	  
Trifolium	  pratense	   1.00	   0.8263	  
Trifolium	  repens	   0.423	   0.1203	  
Brassica	  spp.	   0.654	   0.1995	  
Taraxacum	  mongolicum	   0.0563	   0.0030	  
Trifolium	  squamosum	   0.2604	   0.2353	  
	  
Only	  the	  species	  Taraxacum	  mongolicum	  (common	  name	  Dandelion)	  was	  found	  to	  have	  a	  significant	  
relationship	  between	  abundance	  in	  the	  morning	  and	  abundance	  in	  the	  afternoon.	  	  As	  shown	  in	  the	  
Figure	  3.1.2	  below,	  T.	  mongolicum	  significantly	  decreased	  in	  abundance	  between	  in	  the	  morning	  and	  
afternoon.	  
	  Figure	  3.1.2	  Species	  Abundance	  (represented	  by	  number	  of	  sequences	  in	  the	  combined	  samples)	  in	  
the	  morning	  and	  afternoon.	  	  Only	  Taraxacum	  mongolicum	  had	  a	  significant	  relationship	  
between	  morning	  and	  afternoon	  abundance.	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Additionaly,	  species	  composition	  between	  the	  morning	  and	  afternoon	  was	  compared	  using	  NMDS	  
(Nonmetric	  Multi-­‐dimensional	  scaling)	  ordination.	  	  For	  this	  analysis,	  al	  species,	  even	  the	  very	  rare	  
ones,	  were	  included.	  The	  Adonis	  test	  was	  not	  significant	  (Adonis	  method	  “Bray”,	  stress=0.196,	  p	  
value	  =	  0.092,	  R2=	  0.0478,	  0.9522	  for	  AM	  PM	  and	  Residuals	  respectively),	  meaning	  that	  there	  was	  not	  
a	  significant	  diference	  in	  species	  composition	  between	  the	  morning	  and	  afternoon.	  	  Figure	  3.1.3	  
below	  shows	  the	  NMDS	  ordination	  plotted	  on	  two	  axes	  as	  a	  way	  to	  visualise	  species	  communities	  in	  
the	  morning	  and	  afternoon	  samples.	  	  There	  are	  no	  significant	  patterns	  in	  the	  data	  community	  
composition.	  
	  Figure	  3.1.3	  Ordination	  plot	  of	  the	  species	  composition	  between	  the	  morning	  and	  afternoon.	  	  	  
3.2 Polen	  preference	  results	  
3.2.1 Polen	  colection	  from	  honeybee	  hives	  
Only	  one	  P.	  tanacetifolia	  polen	  pelet	  was	  found	  in	  the	  polen	  samples,	  or	  1	  out	  of	  23,	  431	  total	  
polen	  pelets	  colected.	  	  No	  statistical	  tests	  for	  significance	  were	  run	  on	  these	  data	  as	  the	  number	  of	  
polen	  pelets	  was	  very	  negligible.	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3.2.2 Observations	  of	  honeybees	  on	  Phacelia	  tanacetifolia	  in	  the	  field	  
First	  the	  data	  were	  compared	  to	  test	  if	  there	  was	  a	  diference	  between	  honeybees	  foraging	  for	  polen	  
and	  honeybees	  foraging	  for	  nectar	  using	  a	  two-­‐tailed	  paired	  t-­‐test.	  With	  a	  p-­‐value	  =	  6.73	  x	  10-­‐16,	  the	  
number	  of	  honeybees	  foraging	  for	  polen	  was	  significantly	  less	  than	  the	  number	  of	  those	  foraging	  for	  
nectar.	  	  Figure	  3.2.1	  ilustrates	  the	  number	  of	  honeybees	  foraging	  for	  polen	  and	  those	  foraging	  for	  
nectar	  at	  diferent	  times	  of	  day.	  
	  
Figure	  3.2.1.	  Number	  of	  honeybees	  foraging	  for	  nectar	  (N)	  and	  foraging	  for	  polen	  (P)	  at	  10:00,	  12:00,	  
and	  15:00.	  Error	  bars	  represent	  respective	  standard	  errors.	  
	  
The	  boxplots	  in	  Figure	  3.2.2	  below	  were	  used	  to	  visualise	  the	  relationships	  between	  foraging	  
honeybees,	  polen	  amount,	  and	  flower	  maturity.	  	  The	  boxplot	  on	  the	  left	  of	  polen	  foraging	  
honeybees	  and	  polen	  amount	  shows	  that	  there	  was	  a	  trend	  towards	  decrease	  in	  number	  of	  
honeybees	  foraging	  for	  polen	  when	  there	  was	  50%	  polen	  on	  the	  P.	  tanacetifolia	  anthers	  (Score	  =	  2).	  
The	  boxplot	  on	  the	  right	  shows	  that	  the	  median	  number	  of	  total	  honeybees,	  both	  polen	  and	  nectar	  
foraging,	  did	  not	  vary	  between	  the	  four	  stages	  of	  flower	  maturity.	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  Figure	  3.2.2	  Boxplots	  showing	  the	  relationship	  between	  number	  of	  honeybees	  foraging	  for	  polen	  
and	  the	  amount	  of	  polen	  found	  on	  the	  P.	  tanacetifolia	  anthers	  (left)	  and	  showing	  the	  
relationship	  between	  total	  honeybees	  foraging	  and	  flower	  maturity	  stage	  (right).	  
	  
Linear	  mixed	  efects	  models	  were	  used	  to	  test	  if	  diferences	  in	  honeybee	  foraging	  numbers	  were	  
related	  to	  time	  of	  day,	  polen	  amount	  on	  the	  P.	  tanacetifolia	  flowers,	  or	  flower	  maturity.	  	  These	  
models	  accounted	  for	  the	  random	  efects	  in	  the	  data	  due	  to	  day	  on	  which	  the	  data	  were	  taken.	  	  The	  
linear	  mixed	  efects	  models	  were	  bootstrapped	  for	  the	  data	  on	  polen	  foraging	  honeybees,	  nectar	  
foraging	  honeybees	  and	  total	  foraging	  honeybees	  to	  determine	  the	  95%	  confidence	  intervals	  around	  
each	  of	  the	  coeficient	  values	  generated	  from	  the	  model.	  	  Figures	  3.2.3,	  3.2.4,	  and	  3.2.5	  below	  show	  
the	  coeficient	  values	  and	  corresponding	  confidence	  intervals	  in	  relation	  to	  the	  intercept	  of	  the	  
models.	  	  Those	  coeficient	  values	  which	  had	  confidence	  intervals	  which	  overlapped	  zero	  were	  taken	  
to	  indicate	  that	  there	  was	  no	  significant	  efect	  of	  that	  variable	  on	  the	  foraging	  honeybees.	  	  This	  is	  
because	  a	  possible	  zero-­‐value	  coeficient	  in	  the	  linear	  model	  indicates	  that	  the	  corresponding	  
variable	  for	  the	  coeficient	  can	  be	  regarded	  as	  having	  no	  significant	  efect	  on	  the	  data.	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  Figure	  3.2.3	  Coeficient	  Plot	  with	  95%	  confidence	  Intervals	  for	  polen	  foraging	  honeybees.	  The	  
intercept	  refers	  to	  the	  baseline	  values	  used	  for	  comparisons	  (Polen	  Amount	  =0,	  Flower	  
Maturity=1,	  and	  Time	  =10:00).	  	  	  
	  
In	  Figure	  3.2.3,	  coeficient	  values	  whose	  95%	  confidence	  intervals	  did	  not	  overlap	  with	  zero	  indicate	  a	  
significant	  efect	  on	  the	  number	  of	  polen	  foraging	  honeybees.	  	  In	  relation	  to	  10:00,	  the	  number	  of	  
polen	  foraging	  honeybees	  decreased	  at	  12:00	  and	  15:00.	  	  Results	  from	  a	  Likelihood	  Ratio	  Test	  
however,	  show	  that	  time	  did	  not	  have	  a	  significant	  relationship	  with	  the	  number	  of	  honeybees	  
foraging	  for	  polen	  (test=ANOVA,	  df=4,6,	  χ2=	  2.132,	  p	  value=0.344).	  Neither	  polen	  amount	  nor	  flower	  
maturity	  had	  a	  significant	  efect	  on	  the	  number	  of	  polen	  foragers	  (results	  from	  a	  Likelihod	  Ratio	  
Test	  test=ANOVA,	  df=6,10,	  χ2	  =	  5.648,	  p	  value=0.227;	  test=ANOVA,	  df=5,10,	  χ2	  =	  7.749,	  p	  value=0.171	  
for	  Flower	  Maturity	  and	  Polen	  Amount	  respectively).	  	  Although	  the	  above	  Figure	  3.2.2	  showed	  that	  
there	  was	  a	  trend	  in	  decreasing	  polen	  foraging	  honeybees	  at	  50%	  polen	  amount,	  since	  the	  
confidence	  interval	  overlaps	  with	  zero,	  the	  trend	  was	  not	  significant.	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  Figure	  3.2.4	  Coeficient	  plot	  with	  95%	  confidence	  intervals	  for	  nectar	  foraging	  honeybees.	  The	  
intercept	  refers	  to	  the	  baseline	  values	  used	  for	  comparisons	  (Polen	  Amount	  =0,	  Flower	  
Maturity=1,	  and	  Time	  =10:00).	  
	  
In	  Figure	  3.2.4,	  coeficient	  values	  whose	  95%	  confidence	  intervals	  did	  not	  overlap	  with	  zero	  indicate	  a	  
significant	  efect	  on	  the	  number	  of	  nectar	  foraging	  honeybees.	  	  In	  relation	  to	  10:00,	  the	  number	  of	  
polen	  foraging	  honeybees	  decreased	  a	  significant	  amount	  at	  12:00,	  however	  there	  was	  not	  a	  
significant	  relationship	  between	  nectar	  foragers	  at	  10:00	  and	  at	  15:00	  as	  confirmed	  by	  a	  Likelihood	  
Ratio	  test	  (test=ANOVA,	  df=5,10,	  χ2	  =	  4.984,	  p	  value=0.418).	  	  In	  relation	  to	  no	  visible	  polen	  on	  the	  P.	  
tanacetifolia	  anthers,	  there	  was	  a	  increase	  in	  nectar	  foraging	  honeybees	  when	  there	  was	  some	  
visible	  polen	  on	  the	  anthers	  (Score=2),	  although	  this	  relationship	  between	  polen	  amount	  and	  
honeybees	  foraging	  for	  nectar	  was	  not	  significant	  (test=ANOVA,	  df=5,10,	  χ2	  =	  1.913,	  p	  value=0.861).	  	  
There	  was	  no	  significant	  relationship	  found	  for	  the	  flower	  maturity	  variables,	  as	  their	  coeficient	  
confidence	  intervals	  overlapped	  with	  zero,	  indicating	  a	  possible	  coeficient	  value	  of	  zero.	  	  A	  
Likelihood	  Ratio	  test	  also	  confirmed	  a	  nonsignificant	  relationship	  (test=ANOVA,	  df=6,10,	  χ2	  =	  4.988,	  p	  
value=0.289).	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  Figure	  3.2.5	  Coeficient	  plot	  for	  total	  foraging	  honeybees.	  The	  intercept	  refers	  to	  the	  baseline	  values	  
used	  for	  comparisons	  (Polen	  Amount	  =0,	  Flower	  Maturity=1,	  and	  Time	  =10:00).	  
	  
In	  Figure	  3.2.5,	  coeficient	  values	  whose	  95%	  confidence	  intervals	  did	  not	  overlap	  with	  zero	  indicate	  a	  
significant	  effect	  on	  the	  number	  of	  nectar	  foraging	  honeybees.	  	  In	  relation	  to	  10:00,	  the	  total	  number	  
of	  foraging	  honeybees	  decreases	  at	  12:00	  and	  15:00,	  although	  this	  amount	  is	  not	  significant	  
(test=ANOVA,	  df=5,10,	  χ2	  =	  7.141,	  p	  value=0.210)	  .	  In	  relation	  to	  no	  visible	  polen	  on	  the	  P.	  
tanacetifolia	  anthers,	  some	  visible	  polen	  increases	  the	  number	  of	  total	  honeybees	  foraging	  on	  P.	  
tanacetifolia.	  However,	  there	  is	  no	  significant	  relationship	  between	  polen	  amount	  and	  the	  total	  
number	  of	  foraging	  honeybees	  (test=ANOVA,	  df=5,10,	  χ2	  =	  2.862,	  p	  value=0.721).	  There	  was	  not	  a	  
significant	  relationship	  between	  flower	  maturity	  and	  total	  number	  of	  foraging	  honeybees	  
(test=ANOVA,	  df=6,10,	  χ2	  =	  7.004,	  p	  value=0.136).	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3.2.3 Nectar	  volumes	  of	  P.	  tanacetifolia	  
Figure	  3.2.6	  displays	  the	  relationships	  between	  nectar	  volumes	  and	  time	  of	  day.	  
	  
Figure	  3.2.6	  The	  relationship	  between	  volume	  of	  nectar	  and	  time	  of	  day.	  	  The	  medium	  volumes,	  
shown	  by	  the	  bold	  black	  line	  in	  the	  boxplots,	  do	  not	  vary	  between	  10:00,	  12:00,	  and	  
15:00.	  
	  
Linear	  mixed	  efects	  models	  were	  used	  to	  test	  if	  time	  of	  day	  and	  temperature	  were	  related	  to	  nectar	  
volumes	  in	  P.	  tanacetifolia.	  	  Using	  the	  linear	  mixed	  efects	  models,	  a	  Likelihood	  Ratio	  Test	  was	  used	  
to	  determine	  if	  the	  isolated	  efect	  of	  time	  of	  day	  was	  related	  to	  nectar	  volume.	  	  There	  was	  found	  to	  
be	  no	  significant	  relationship	  (test=ANOVA,	  df=5,6,	  χ2	  =	  1.484,	  p-­‐value	  =	  0.223).	  	  Another	  Likelihood	  
Ratio	  Test	  was	  used	  to	  determine	  if	  the	  isolated	  efect	  of	  temperature	  was	  related	  to	  nectar	  volume.	  	  
It	  also	  was	  found	  to	  not	  have	  a	  significant	  relationship	  (test=ANOVA,	  df=4,6,	  χ2	  =	  4.746,	  p-­‐value	  =	  
0.0932).	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   28	  
Chapter	  4	  
Discussion	  
4.1 Polen	  identification	  
4.1.1 Methods	  of	  polen	  identification	  
Based	  on	  the	  comparison	  tables	  and	  a	  literature	  review	  (Tables	  3.1.1	  and	  3.1.2)	  of	  the	  polen	  
identification	  methods,	  no	  one	  method	  was	  the	  best	  overal	  option.	  	  From	  this	  synthesis	  of	  the	  
literature,	  it	  can	  be	  concluded	  that	  the	  eficiency	  and	  feasibility	  of	  these	  methods	  heavily	  depend	  on	  
the	  project’s	  aim,	  sample	  size,	  budget,	  and	  available	  resources.	  	  The	  visual	  categorisation	  method	  
was	  the	  most	  user-­‐friendly	  as	  it	  does	  not	  require	  any	  specialised	  equipment	  or	  extensive	  training.	  	  
While	  it	  is	  a	  very	  low-­‐cost	  option,	  it	  also	  can	  be	  very	  inaccurate.	  The	  conventional	  method,	  
microscopy,	  ofers	  the	  advantage	  of	  being	  moderately	  accurate	  and	  not	  requiring	  any	  specialised	  
equipment.	  	  However,	  its	  biggest	  disadvantage	  is	  that	  it	  requires	  a	  high	  level	  of	  training	  or	  experience	  
to	  be	  able	  to	  identify	  correctly	  the	  polen	  grains	  to	  plant	  genus	  or	  species	  level.	  	  If	  someone	  with	  
experience	  in	  polen	  identification	  using	  microscopy	  is	  involved	  in	  the	  research	  project,	  then	  this	  
method	  may	  be	  the	  most	  cost	  and	  time	  efective.	  	  	  
The	  flow	  cytometry,	  DNA	  Sanger	  sequencing,	  infrared	  spectroscopy,	  and	  computer	  image	  recognition	  
methods	  al	  require	  the	  specialised	  equipment	  of	  a	  cytometer,	  sequencing	  machine,	  spectrometer,	  
and	  computer	  software,	  respectively.	  Flow	  cytometry,	  infrared	  spectroscopy,	  and	  computer	  image	  
recognition	  require	  calibration,	  meaning	  that	  the	  machines	  would	  have	  to	  be	  trained	  to	  sort	  outputs	  
into	  known	  species	  groups.	  	  These	  three	  methods	  would	  also	  require	  a	  reference	  library	  to	  calibrate	  
the	  machines,	  so	  that	  the	  machines	  could	  recognise	  al	  of	  the	  possible	  species	  that	  could	  be	  found	  in	  
a	  polen	  sample	  as	  being	  unique.	  	  These	  processes	  would	  add	  on	  a	  large	  amount	  of	  additional	  time.	  
As	  these	  methods	  are	  stil	  being	  developed,	  the	  methods	  would	  not	  be	  suitable	  for	  projects	  with	  an	  
unknown	  mix	  of	  species	  or	  a	  large	  number	  of	  species.	  Therefore,	  these	  methods	  would	  not	  be	  
recommended	  for	  use	  in	  assessments	  of	  Agri-­‐Environment	  Schemes	  (AESs)	  looking	  at	  on	  which	  plant	  
species	  honeybees	  forage	  for	  polen.	  
DNA	  Sanger	  sequencing	  is	  a	  more	  accurate	  method	  and	  would	  be	  wel	  suited	  for	  smal	  sample	  sizes	  
since	  each	  polen	  pelet	  would	  need	  to	  be	  processed	  individualy	  to	  ensure	  correct	  identification	  of	  
species.	  With	  large	  sample	  sizes	  however,	  DNA	  Sanger	  sequencing	  would	  be	  very	  time-­‐consuming	  
and	  expensive.	  	  As	  another	  type	  of	  DNA	  sequencing,	  NGS	  (Next	  Generation	  Sequencing)	  was	  
investigated	  in	  this	  project	  with	  the	  idea	  that	  it	  could	  have	  the	  potential	  for	  being	  accurate	  as	  wel	  as	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being	  able	  to	  process	  large	  samples	  of	  polen.	  This	  next	  section	  wil	  discuss	  results	  and	  their	  
implications	  for	  using	  NGS	  as	  a	  polen	  identification	  method.	  
4.1.2 NGS	  as	  an	  alternative	  polen	  identification	  method	  
The	  NGS	  results	  were	  first	  analysed	  for	  the	  ability	  of	  NGS	  to	  determine	  species	  presence	  and	  species	  
abundance.	  The	  results	  of	  the	  analysis	  examining	  the	  accuracy	  and	  consistency	  of	  the	  NGS	  method	  
within	  sample	  groups	  showed	  that	  the	  NGS	  method	  is	  not	  the	  most	  accurate	  for	  detecting	  species,	  
with	  a	  mean	  presence	  detection	  percentage	  of	  species	  between	  subsamples	  about	  56%.	  	  The	  results	  
of	  the	  generalised	  linear	  models	  testing	  if	  there	  was	  a	  diference	  in	  abundance	  detections	  between	  
subsamples	  showed	  that	  most	  of	  the	  subsample	  comparisons	  had	  significant	  diferences,	  with	  72	  of	  
the	  comparisons	  between	  subsamples	  being	  significantly	  diferent	  from	  each	  other	  out	  of	  the	  105	  
comparisons.	  	  This	  means	  that	  within	  the	  same	  sample	  group,	  most	  of	  the	  subsamples	  had	  
significantly	  diferent	  species’	  abundances	  from	  each	  other.	  	  The	  analysis	  also	  used	  the	  slope	  
coeficient	  outputs	  from	  the	  generalised	  linear	  models	  to	  assess	  scale	  of	  the	  diferences	  between	  
subsamples,	  and	  most	  of	  the	  slope	  diferences	  were	  not	  very	  large	  and	  diferent	  from	  zero	  (a	  slope	  
value	  of	  zero	  meaning	  that	  there	  was	  no	  diference	  between	  the	  subsamples	  compared).	  	  This	  
indicates	  that	  although	  most	  of	  the	  subsamples	  within	  the	  sample	  groups	  were	  comprised	  of	  
significantly	  diferent	  species	  abundances,	  these	  diferences	  were	  not	  very	  large.	  	  Thus,	  with	  larger	  
subsample	  sizes	  (five	  or	  more),	  abundance	  data	  between	  subsamples	  may	  be	  more	  similar	  and	  
statisticaly	  equal,	  meaning	  that	  abundance	  data	  inferred	  from	  NGS	  polen	  identification	  methods	  is	  
accurate	  enough	  for	  analysis.	  
Looking	  at	  the	  analysis	  of	  detection	  percentages	  of	  individual	  species,	  there	  was	  a	  higher	  rate	  of	  
detection	  of	  species	  in	  larger	  abundances.	  	  This	  means	  that	  NGS	  as	  a	  method	  may	  be	  suitable	  for	  
detection	  of	  species	  when	  it	  is	  known	  that	  honeybees	  wil	  forage	  on	  them	  in	  high	  abundance	  for	  
polen.	  	  Due	  to	  the	  capability	  of	  NGS	  to	  process	  very	  large	  sample	  sizes,	  it	  may	  be	  a	  more	  cost-­‐	  and	  
time-­‐	  efective	  method	  than	  other	  methods	  for	  surveying	  the	  species	  on	  which	  honeybees	  forage	  for	  
polen	  very	  often.	  	  For	  smal	  sample	  sizes	  requiring	  a	  high	  level	  of	  accuracy	  and	  consistency	  between	  
samples,	  NGS	  would	  not	  a	  suitable	  method	  to	  use	  and	  DNA	  Sanger	  sequencing	  may	  be	  more	  suitable.	  
One	  explanation	  for	  these	  results	  is	  that	  was	  a	  high	  number	  of	  sequencing	  errors	  with	  homopolyers	  
in	  the	  primer	  sequences,	  or	  sequences	  with	  more	  than	  one	  of	  the	  same	  basepair	  in	  a	  row.	  	  Deletion	  
and	  insertion	  errors	  in	  the	  homopolymers	  of	  the	  primer	  sequences	  resulted	  in	  a	  number	  of	  
sequences	  being	  excluded	  from	  the	  data	  analysis	  as	  they	  were	  not	  able	  to	  be	  sorted	  into	  sample	  
groups.	  Errors	  in	  homopolymer	  sequencing	  is	  not	  uncommon	  for	  454	  NGS	  sequencing	  methods	  
(Shendure	  &	  Hanlee	  2008).	  However,	  in	  a	  study	  using	  454	  to	  sequence	  microbial	  samples	  with	  known	  
amplicon	  composition,	  Quince	  et	  al.	  (2009)	  found	  that	  454	  was	  stil	  a	  reliable	  method	  for	  determining	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diversity	  and	  abundance	  if	  the	  sequences	  were	  de-­‐noised	  and	  chimera	  sequences	  were	  removed.	  	  
This	  project	  did	  not	  folow	  the	  exact	  pipeline	  recommended	  by	  Quince	  et	  al.	  (2009),	  but	  as	  the	  
resulting	  sequences	  were	  de-­‐noised	  and	  chimera	  sequences	  were	  removed,	  the	  conclusions	  from	  
that	  study	  can	  be	  applied	  here.	  	  While	  this	  process	  removed	  a	  large	  number	  of	  sequences	  in	  the	  data,	  
the	  remaining	  sequences	  can	  be	  assumed	  to	  be	  accurate.	  	  
The	  results	  of	  this	  study	  on	  assessing	  how	  efective	  NGS	  would	  be	  for	  identification	  of	  honeybee-­‐
colected	  polen	  showed	  that	  this	  method	  is	  not	  very	  accurate	  for	  detecting	  species	  with	  low	  
abundance	  in	  the	  samples	  and	  nor	  is	  it	  accurate	  at	  detecting	  exact	  species	  abundance	  represented	  in	  
the	  samples.	  	  These	  results	  indicate	  that	  the	  method	  stil	  has	  some	  more	  refinement	  required	  to	  
increase	  its	  accuracy	  and	  consistency,	  although	  it	  remains	  a	  promising	  option	  for	  polen	  identification	  
in	  the	  future,	  especialy	  for	  large	  sample	  sizes.	  	  	  
Species	  presence	  and	  abundance	  in	  the	  morning	  and	  afternoon	  
The	  sequence	  data	  for	  subsamples	  were	  combined	  into	  their	  respective	  sample	  groups	  and	  used	  to	  
answer	  the	  question	  of	  whether	  the	  presence	  and	  abundance	  of	  the	  species	  on	  which	  honeybees	  
forage	  changes	  betwen	  the	  morning	  (10:00-­‐11:00)	  and	  afternoon	  (13:00-­‐14:00).	  	  The	  results	  of	  this	  
analysis	  found	  that	  only	  Taraxacum	  mongolicum	  (common	  name	  Dandelion)	  was	  represented	  in	  
higher	  abundance	  in	  the	  morning	  than	  in	  the	  afternoon,	  meaning	  that	  honeybees	  forage	  on	  T.	  
mongolicum	  more	  in	  the	  morning	  compared	  to	  the	  afternoon.	  	  None	  of	  the	  other	  species	  were	  
present	  or	  abundant	  in	  significantly	  diferent	  amounts	  between	  the	  morning	  and	  afternoon.	  	  Only	  
the	  species	  commonly	  represented	  in	  the	  samples	  were	  compared	  for	  this	  analysis	  because	  the	  other	  
23	  species	  were	  found	  only	  in	  a	  few	  samples	  and	  in	  smal	  numbers.	  	  This	  may	  be	  because	  NGS	  as	  a	  
method	  has	  a	  higher	  likelihood	  of	  detecting	  abundant	  species	  over	  the	  rare	  ones	  in	  samples.	  	  	  
The	  results	  of	  the	  NMDS	  ordination	  plot	  showed	  that	  species	  composition,	  which	  included	  al	  of	  the	  
species	  in	  the	  data	  analysis,	  was	  not	  significantly	  diferent	  between	  the	  morning	  and	  afternoon	  (p	  
value	  =	  0.092).	  	  These	  results	  support	  the	  species	  presence	  and	  abundance	  analyses.	  
Similar	  studies	  in	  the	  literature	  support	  these	  results	  on	  the	  change,	  or	  lack	  thereof,	  of	  species	  
presence	  and	  abundance	  between	  the	  morning	  and	  afternoon	  in	  honeybee-­‐colected	  polen	  samples.	  	  
García-­‐García	  et	  al.	  (2004)	  studied	  the	  variation	  in	  colected	  polen	  weights	  for	  the	  early	  morning,	  
morning,	  early	  afternoon,	  afternoon,	  and	  late	  afternoon.	  The	  study	  found	  that	  while	  some	  species	  
were	  more	  foraged	  on	  by	  honeybees	  at	  certain	  times	  of	  day,	  many	  species	  were	  foraged	  on	  by	  
honeybees	  at	  similar	  rates	  throughout	  the	  day,	  similar	  to	  the	  results	  of	  this	  present	  study.	  	  Knowing	  
when	  honeybees	  tend	  to	  forage	  on	  particular	  species	  for	  polen	  can	  be	  helpful	  for	  AES	  assessments.	  	  
If	  certain	  plant	  species	  are	  foraged	  on	  more	  in	  the	  morning,	  then	  this	  information	  is	  important	  to	  
know	  when	  designing	  the	  experiment	  to	  assess	  AESs.	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Limitations	  and	  future	  work	  
Along	  with	  the	  sequencing	  errors,	  another	  limitation	  of	  this	  study	  was	  that	  there	  was	  not	  an	  
established	  reference	  library,	  or	  a	  list	  of	  sequences	  from	  al	  possible	  species	  that	  could	  be	  found	  in	  
the	  samples.	  	  The	  sequences	  were	  blasted	  against	  the	  GenBank	  database,	  and	  while	  this	  database	  
would	  likely	  have	  the	  vast	  majority	  of	  the	  species	  present	  in	  the	  samples,	  there	  is	  a	  smal	  chance	  that	  
a	  few	  of	  the	  native	  New	  Zealand	  species	  which	  could	  have	  been	  in	  the	  samples	  were	  not	  on	  GenBank	  
and	  thus	  the	  sequences	  would	  have	  been	  incorrectly	  matched	  or	  discarded.	  	  	  It	  is	  recommended	  for	  
future	  studies	  to	  use	  a	  reference	  library	  to	  ensure	  that	  al	  sequences	  would	  be	  correctly	  matched	  to	  
species.	  
For	  future	  research,	  it	  is	  recommended	  to	  examine	  Ilumina,	  a	  newer	  type	  of	  NGS,	  as	  another	  
method	  for	  polen	  identification.	  The	  Ilumina	  method	  may	  have	  less	  errors	  when	  sequencing	  polen,	  
which	  would	  result	  in	  more	  sequences	  in	  the	  data	  to	  be	  analysed.	  	  Richardson	  et	  al.	  (2015)	  used	  
Ilumina	  for	  a	  metabarcoding	  study	  on	  honeybee-­‐colected	  polen	  and	  compared	  the	  species	  found	  to	  
be	  present	  in	  the	  results	  from	  the	  Ilumina	  sequencing	  to	  species	  identified	  using	  microscopy.	  	  This	  
study	  found	  that	  the	  Ilumina	  NGS	  method	  was	  able	  to	  identify	  more	  of	  the	  species	  that	  were	  less	  
abundant	  in	  the	  samples	  than	  microscopy	  was	  able	  to,	  suggesting	  that	  Ilumina	  may	  be	  a	  more	  
suitable	  NGS	  method	  for	  polen	  identification	  than	  454	  NGS.	  	  However,	  Richardson	  et	  al.	  (2015)	  did	  
not	  assess	  the	  consistency	  of	  the	  Ilumina	  method	  as	  this	  current	  study	  has	  done;	  a	  comparison	  
assessing	  the	  consistency	  and	  accuracy	  of	  both	  of	  these	  NGS	  methods	  should	  be	  done.	  Additionaly,	  
the	  use	  of	  other	  primers	  to	  amplify	  pollen	  DNA	  sequences	  should	  be	  explored	  and	  compared	  to	  ITS.	  	  	  
Galimberti	  et	  al.	  (2014)	  used	  the	  primers	  rbcl	  and	  trnH-­‐psbA	  and	  had	  high	  amplication	  success.	  	  Using	  
these	  primers	  in	  conjunction	  with	  ITS	  may	  increase	  NGS’s	  ability	  to	  detect	  species	  presence.	  
4.2 Polen	  preference	  
4.2.1 Honeybees’	  Use	  of	  Phacelia	  tanacetifolia	  
Only	  one	  P.	  tanacetifolia	  polen	  pelet	  was	  found	  in	  al	  of	  the	  colected	  polen	  pelets,	  which	  indicates	  
that	  honeybees’	  use	  and	  therefore	  polen	  preference	  of	  P.	  tanacetifolia	  is	  negligible.	  	  The	  results	  of	  
the	  polen	  colection	  experiment	  are	  complemented	  by	  the	  experiment	  observing	  honeybees’	  
foraging	  behaviour	  on	  the	  P.	  tanacetifolia.	  	  These	  results	  found	  that	  honeybees	  forage	  for	  nectar	  
significantly	  more	  than	  they	  forage	  for	  polen	  at	  the	  times	  of	  10:00,	  12:00,	  and	  15:00.	  	  Combining	  
these	  results	  with	  the	  results	  of	  the	  polen	  colection	  experiment	  shows	  that	  while	  honeybees	  may	  
not	  prefer	  the	  polen	  of	  P.	  tanacetifolia,	  they	  stil	  use	  the	  flowers	  for	  nectar.	  	  These	  results	  are	  
supported	  by	  a	  study	  done	  by	  Wiliams	  and	  Christian	  (1991)	  which	  found	  that	  most	  visits	  by	  
honeybees	  on	  P.	  tanacetifolia	  were	  for	  nectar	  rather	  than	  polen	  (78%	  honeybees	  foraging	  for	  nectar	  
and	  22%	  foraging	  for	  polen).	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The	  results	  of	  the	  foraging	  behaviour	  observations	  also	  showed	  that	  polen	  amount	  of	  the	  flowers’	  
anthers	  had	  a	  significant	  efect	  on	  both	  nectar	  foraging	  and	  total	  honeybee	  foraging	  on	  P.	  
tanacetifolia.	  	  While	  increased	  polen	  amount	  did	  not	  have	  a	  significant	  efect	  on	  polen	  foraging,	  
there	  was	  a	  trend	  in	  increased	  polen	  foraging	  and	  may	  not	  have	  been	  significant	  due	  to	  low	  numbers	  
of	  polen	  foragers	  in	  general.	  	  These	  results	  indicate	  that	  increased	  polen	  amount	  of	  P.	  tanacetifolia	  
flowers	  may	  make	  it	  a	  more	  attractive	  floral	  resource.	  	  While	  the	  polen	  amount	  on	  individual	  flowers	  
cannot	  be	  increased,	  a	  higher	  number	  of	  P.	  tanacetifolia	  plants	  would	  supply	  a	  higher	  polen	  amount	  
in	  general,	  which	  may	  make	  the	  P.	  tanacetifolia	  as	  a	  floral	  resource	  more	  attractive	  to	  honeybee	  
colonies.	  
From	  the	  observational	  results,	  it	  was	  found	  that	  polen	  foraging	  and	  total	  foraging	  on	  P.	  
tanacetifolia	  was	  highest	  at	  10:00	  and	  then	  decreases	  at	  12:00	  and	  15:00.	  	  One	  explanation	  for	  
polen	  foraging	  decreasing	  throughout	  the	  day	  is	  that	  polen	  is	  depleted	  in	  the	  morning	  and	  then	  is	  in	  
a	  much	  limited	  supply	  at	  mid-­‐day	  and	  in	  the	  afternoon.	  	  However,	  P.	  tanacetifolia	  flowers	  wil	  open	  
throughout	  the	  day,	  especialy	  in	  warmer	  weather	  (R.	  Sprague,	  observation),	  contradicting	  this	  
explanation.	  Additionaly,	  from	  the	  results	  of	  the	  greenhouse	  experiment	  on	  nectar	  volumes	  of	  P.	  
tanacetifolia	  at	  10:00,	  12:00,	  and	  15:00,	  it	  was	  found	  that	  nectar	  volumes	  did	  not	  change	  significantly	  
between	  the	  three	  times.	  	  These	  results	  complement	  the	  study	  done	  by	  Wiliams	  (1997)	  that	  showed	  
that	  nectar	  secretion	  of	  P.	  tanacetifolia	  is	  related	  to	  age	  of	  the	  flowers,	  with	  4	  hr-­‐old	  and	  7	  hr-­‐old	  
flowers	  having	  the	  highest	  nectar	  secretion	  rates.	  	  Since	  the	  flowers	  of	  P.	  tanacetifolia	  open	  
throughout	  the	  day,	  then	  they	  wil	  secrete	  nectar	  throughout	  the	  day.	  	  Thus	  honeybees	  could	  
continue	  to	  forage	  on	  the	  flowers	  in	  the	  morning	  and	  afternoon	  and	  not	  completely	  deplete	  their	  
nectar	  resources.	  Phacelia	  tanacetifolia’s	  continued	  nectar	  production	  throughout	  the	  day	  provides	  
another	  reason	  for	  its	  use	  as	  a	  floral	  resource	  in	  AES	  as	  long	  as	  there	  are	  enough	  plants	  to	  meet	  the	  
demands	  of	  foraging	  honeybees	  (see	  Al-­‐Ghamdi	  et	  al.	  2014).	  	  
Another	  explanation	  for	  decreasing	  honeybee	  foraging	  activity	  throughout	  the	  day	  (and	  low	  foraging	  
on	  P.	  tanacetifolia	  in	  general	  with	  a	  maximum	  foraging	  of	  only	  5.4	  honeybees	  per	  square	  meter)	  is	  
that	  P.	  tanacetifolia	  is	  a	  limited	  resource	  in	  the	  environment.	  	  Because	  honeybees	  as	  a	  colony	  tend	  to	  
prefer	  to	  forage	  on	  high-­‐density,	  high-­‐quantity	  flowers	  (Tautz	  2008),	  the	  P.	  tanacetifolia	  may	  not	  
have	  been	  a	  large	  enough	  resource	  to	  be	  very	  attractive	  to	  the	  honeybee	  colonies.	  	  Thus,	  while	  some	  
individual	  bees	  would	  forage	  on	  P.	  tanacetifolia,	  these	  bees	  may	  have	  been	  recruited	  throughout	  the	  
day	  to	  forage	  in	  more	  preferable	  areas.	  	  To	  test	  whether	  P.	  tanacetifolia	  is	  a	  limited	  resource	  or	  is	  of	  
limited	  desirability,	  P.	  tanacetifolia	  should	  be	  planted	  as	  a	  mass	  flowering	  crop,	  as	  recommended	  by	  
Westphal	  et	  al.	  (2003)	  as	  a	  way	  to	  benefit	  polinators,	  to	  provide	  enough	  of	  it	  as	  a	  resource	  to	  be	  a	  
viable	  attractant	  to	  honeybees.	  	  Then	  these	  same	  experiments	  of	  polen	  colection	  and	  observing	  
foraging	  behaviour	  on	  the	  P.	  tanacetifolia	  should	  be	  conducted	  to	  test	  for	  polen	  preference	  and	  the	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use	  of	  P.	  tanacetifolia.	  A	  recent	  study	  by	  Henry	  et	  al.	  (2012)	  planted	  a	  total	  of	  1.2	  square	  kilometres	  
of	  P.	  tanacetifolia	  strips	  in	  a	  5	  kilometer	  radius	  around	  honeybee	  hives	  from	  which	  they	  colected	  
polen.	  	  The	  study	  found	  as	  much	  as	  32%	  of	  the	  honeybee-­‐colected	  polen	  was	  from	  the	  P.	  
tanacetifolia	  strips,	  which	  suggests	  that	  when	  there	  is	  enough	  of	  P.	  tanacetifolia	  in	  a	  landscape,	  
honeybees	  wil	  forage	  on	  the	  P.	  tanacetifolia	  flowers	  quite	  heavily	  for	  polen.	  Therefore,	  P.	  
tanacetifolia	  should	  be	  planted	  as	  a	  mass	  flowering	  crop	  to	  test	  this	  idea	  that	  it	  was	  a	  limited	  
resource	  in	  this	  present	  study.	  If	  the	  results	  of	  the	  mass	  flowering	  crop	  experiment	  find	  that	  polen	  
preferences	  and	  use	  of	  P.	  tanacetifolia	  increase	  significantly	  when	  P.	  tanacetifolia	  is	  an	  abundant	  
floral	  resource,	  then	  its	  polen	  is	  a	  limited	  but	  preferred	  resource	  and	  the	  plants	  should	  be	  planted	  in	  
large	  areas	  and	  higher	  quantities	  when	  they	  are	  used	  in	  AES	  or	  similar	  polinator	  enhancement	  
schemes.	  
Limitations	  
Both	  of	  these	  field	  experiments	  were	  only	  conducted	  in	  one	  season	  in	  one	  agricultural	  location,	  thus	  
these	  results	  are	  very	  environmentaly	  context	  dependent.	  	  More	  field	  experiments	  should	  be	  
conducted	  in	  diferent	  seasons	  and	  diferent	  agricultural	  landscapes	  to	  verify	  or	  refute	  the	  results	  of	  
this	  study.	  	  Furthermore,	  throughout	  the	  field	  experiments	  there	  were	  12-­‐24	  honeybee	  hives	  near	  
the	  field	  of	  planted	  P.	  tanacetifolia.	  	  This	  number	  of	  hives	  may	  have	  caused	  increased	  competition	  
between	  honeybee	  colonies	  for	  resources.	  	  Since	  polen	  was	  only	  colected	  from	  two	  of	  these	  hives,	  
those	  two	  may	  have	  been	  out-­‐competed	  from	  other	  hives	  to	  use	  P.	  tanacetifolia	  or	  P.	  tanacetifolia	  
may	  have	  been	  too	  limited	  a	  resource	  to	  provide	  much	  polen	  for	  any	  of	  the	  hives.	  To	  address	  this	  
limitation,	  P.	  tanacetifolia	  should	  be	  planted	  as	  a	  mass	  flowering	  crop	  as	  mentioned	  above.	  	  	  
These	  field	  experiments	  also	  did	  not	  quantify	  al	  of	  the	  available	  floral	  resources	  and	  the	  available	  
polen	  per	  plant	  within	  the	  study	  area,	  as	  this	  quantification	  would	  alow	  the	  study	  to	  compare	  the	  
size	  and	  number	  of	  available	  P.	  tanacetifolia	  plants	  to	  the	  size	  and	  number	  of	  surrounding	  floral	  
resources.	  	  To	  address	  this	  limitation,	  a	  botanical	  survey	  of	  the	  surrounding	  area	  could	  be	  done	  in	  
future	  studies	  to	  discover	  what	  other	  floral	  resources	  and	  how	  large	  an	  area	  of	  them	  were	  available	  
to	  the	  foraging	  honeybees.	  	  Knowing	  how	  resource-­‐abundant	  or	  resource-­‐depleted	  a	  landscape	  was	  
would	  help	  determine	  if	  P.	  tanacetifolia	  was	  a	  limited	  resource	  or	  a	  less	  desirable	  resource.	  	  
4.2.2 Implications	  for	  Polinator	  Enhancement	  Schemes	  
Studies	  on	  P.	  tanacetifolia	  have	  shown	  that	  its	  polen	  has	  a	  high	  protein	  content	  and	  that	  its	  polen	  
and	  nectar	  can	  improve	  the	  fitness	  and	  longevity	  of	  insects	  (Hickman	  &	  Wratten	  1996;	  Laubertie	  et	  
al.	  2012).	  	  However,	  if	  honeybees	  only	  use	  the	  P.	  tanacetifolia	  for	  its	  nectar	  and	  not	  its	  polen,	  then	  
the	  honeybees	  are	  not	  benefiting	  from	  the	  P.	  tanacetifolia	  as	  researchers	  may	  have	  thought	  they	  
would.	  This	  has	  serious	  implications	  for	  P.	  tanacetifolia’s	  use	  in	  these	  schemes	  for	  improving	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polinator	  fitness.	  	  More	  studies	  wil	  need	  to	  be	  conducted	  in	  order	  to	  assess	  honeybees’	  preference	  
for	  P.	  tanacetifolia	  when	  it	  is	  available	  in	  large	  amounts,	  such	  as	  a	  mass	  flowering	  crop.	  	  	  
Previous	  studies	  have	  exposed	  the	  lack	  robust	  scientific	  assessments	  of	  AES	  (Kleijn	  et	  al.	  2006;	  
Whittingham	  2007),	  but	  these	  AES	  and	  polinator	  health	  plans	  proposed	  by	  the	  US	  Federal	  
government	  also	  lack	  monitoring	  and	  recording	  programmes	  as	  part	  of	  their	  enhancement	  measures.	  	  
Both	  the	  Environmental	  Stewardship	  Handbook	  for	  AES	  and	  the	  US	  Polinator	  Health	  Strategy	  2015	  
recommend	  that	  farmers	  and	  landowners	  adjust	  the	  landscape	  measures	  to	  make	  the	  measures	  
more	  efective	  at	  improving	  polinator	  health	  (Natural	  England	  2013a	  &	  2013b;	  Vilsack	  &	  McCarthy	  
2015).	  	  However,	  neither	  of	  these	  programmes	  suggest	  specific	  ways	  in	  which	  farmers	  and	  
landowners	  can	  monitor	  changes	  in	  polinator	  health	  or	  activity	  before	  and	  after	  they	  enact	  the	  
landscape	  enhancement	  changes.	  	  If	  these	  polinator	  health	  policies	  could	  include	  specific	  guidelines	  
for	  recording	  and	  monitoring,	  then	  changes	  that	  farmers	  and	  landowners	  make	  to	  the	  landscape	  
measures	  would	  be	  more	  objective	  and	  evidence-­‐based.	  	  Furthermore,	  the	  records	  kept	  on	  polinator	  
health	  and	  activity	  over	  time	  as	  the	  landscape	  measures	  were	  implement	  could	  be	  used	  to	  assess	  
their	  efectiveness	  and	  success.	  
The	  research	  aim	  and	  design	  of	  the	  three	  experiments	  done	  in	  this	  project	  should	  be	  used	  as	  
exemplars	  for	  future	  assessment	  measures	  of	  AES	  and	  similar	  schemes	  such	  as	  the	  US	  Polinator	  
Health	  Strategy	  2015.	  The	  design	  ofers	  diferent	  methods	  for	  evaluating	  honeybees’	  use	  of	  a	  flower,	  
both	  through	  polen	  colection	  and	  observations	  on	  foraging	  behaviour,	  which	  could	  be	  replicated	  in	  
a	  variety	  of	  landscapes.	  	  The	  assessment	  measures	  used	  in	  this	  study	  to	  evaluate	  honeybees’	  use	  of	  
P.	  tanacetifolia	  could	  easily	  be	  incorporated	  into	  a	  monitoring	  programme	  part	  of	  a	  polinator	  health	  
improvement	  government	  policy.	  	  	  
4.3 Conclusion	  
While	  these	  experiments	  did	  have	  limitations,	  their	  results	  contribute	  to	  understanding	  the	  
advantages	  and	  limitations	  of	  polen	  identification	  methods	  and	  to	  assessing	  AES	  and	  polinator	  
enhancement	  schemes.	  In	  spite	  of	  the	  errors	  and	  lower	  detection	  rate	  of	  species	  than	  was	  
anticipated,	  the	  results	  of	  the	  NGS	  method	  assessment	  indicate	  that	  the	  method	  can	  detect	  presence	  
wel	  for	  the	  abundant	  species	  within	  polen	  samples.	  	  Since	  NGS	  using	  454	  sequencing	  is	  thus	  a	  useful	  
tool	  for	  polen	  identification	  of	  species	  presence	  in	  large	  sample	  sizes,	  this	  method	  could	  be	  used	  in	  
the	  future	  to	  assess	  how	  honeybees	  use	  the	  floral	  resources	  added	  to	  landscapes	  as	  part	  of	  polinator	  
enhancement	  schemes.	  	  If	  the	  NGS	  method	  identified	  the	  presence	  of	  the	  scheme’s	  floral	  resources	  
in	  the	  honeybee-­‐colected	  polen	  samples,	  then	  this	  suggests	  that	  those	  species	  were	  abundant	  
enough	  to	  be	  detected	  by	  NGS	  and	  therefore	  the	  honeybees	  were	  using	  the	  floral	  resources	  
relatively	  frequently.	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The	  experiments	  examining	  honeybees’	  use	  of	  P.	  tanacetifolia	  found	  that	  the	  honeybees	  did	  not	  use	  
the	  flowers	  much	  as	  a	  polen	  resource	  although	  they	  did	  use	  it	  as	  a	  nectar	  resource.	  	  The	  results	  of	  
this	  study	  laid	  the	  foundations	  for	  future	  research	  aiming	  to	  evaluate	  the	  key	  components	  of	  AES	  and	  
polinator	  enhancement	  schemes	  by	  providing	  a	  framework	  for	  the	  experimental	  design.	  	  Increased	  
understanding	  of	  how	  polinators	  use	  the	  high-­‐quality	  floral	  resources	  added	  to	  landscapes	  and	  
whether	  polinators	  prefer	  these	  resources	  wil	  lead	  to	  better-­‐designed	  polinator	  enhancement	  
schemes	  and	  thus	  healthier	  polinators.	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Appendix	  A	  
Fusion	  Primers	  used	  for	  454	  Next	  Generation	  Sequencing	  (NGS)	  	  
A.1 Table	  of	  complete	  list	  of	  fusion	  primers	  (forward	  and	  reverse)	  for	  each	  
subsample	  
Subsample	   Complete	  Fusion	  primer	  Forward	   Complete	  Fusion	  primer	  Reverse	  
1a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTAGC
GACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCAGA
CGTCTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
1b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTAGC
GACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCAGT
ACTGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
1c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTAGC
GACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAC
AGCGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
2a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGCAC
TAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCAGT
ACTGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
2b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGCAC
TAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAC
AGCGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
2c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGCAC
TAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGCG
TGCTAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
3a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACGCT
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAC
AGCGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
3b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACGCT
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGCG
TGCTAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
3c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACGCT
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAT
CTGTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
4a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGAGT
GCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGCG
TGCTAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
4b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGAGT
GCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAT
CTGTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
4c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGAGT
GCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGCT
CGAGTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
5a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGTGT
AGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAT
CTGTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
5b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGTGT
AGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGCT
CGAGTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
5c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGTGT
AGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGTG
ATGACGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
6a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGATC
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGCT
CGAGTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
6b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGATC
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGTG
ATGACGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
6c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGATC
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTAT
GTACAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
7a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTATAC
TATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGTG
ATGACGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
7b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTATAC
TATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTAT
GTACAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	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8a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGACGT
ATGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTAT
GTACAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
8b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGACGT
ATGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCG
ATATAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
8c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGACGT
ATGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCG
CACGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
9a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGTGAG
TAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCG
ATATAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
9b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGTGAG
TAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCG
CACGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
9c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGTGAG
TAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGC
GTCACGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
10a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATAC
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCG
CACGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
10b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATAC
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGC
GTCACGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
10c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATAC
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGT
GCGTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
11a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACATAC
GCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGC
GTCACGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
11b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACATAC
GCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGT
GCGTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
11c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACATAC
GCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTAGC
ATACTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
12a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCGA
GTATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGT
GCGTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
12b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCGA
GTATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTAGC
ATACTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
12c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCGA
GTATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATAC
ATGTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
13a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTACT
ATGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTAGC
ATACTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
13b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTACT
ATGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATAC
ATGTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
13c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTACT
ATGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATCA
CTCAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
14a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTGTA
CAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATAC
ATGTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
14b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTGTA
CAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATCA
CTCAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
14c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTGTA
CAGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATCT
GATAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
15a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACTA
TACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATCA
CTCAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
15b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACTA
TACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATCT
GATAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
15c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACTA
TACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCGT
GACATGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
16a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCGTC
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTATCT
GATAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
16b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCGTC
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCGT
GACATGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	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16c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCGTC
GTCTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCTG
ATCGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
17a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGTACG
CTATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCGT
GACATGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
17b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGTACG
CTATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCTG
ATCGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
17c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGTACG
CTATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAC
ATCTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
18a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATAGAG
TACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCTG
ATCGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
18b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATAGAG
TACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAC
ATCTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
18c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATAGAG
TACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAG
CTAGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
19a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCACGCT
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAC
ATCTCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
19b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCACGCT
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAG
CTAGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
19c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCACGCT
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAT
AGAGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
20a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAGTAG
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAG
CTAGAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
20b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAGTAG
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAT
AGAGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
20c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAGTAG
ACGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCG
TGTGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
21a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGACGT
GACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGAT
AGAGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
21b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGACGT
GACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCG
TGTGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
21c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGACGT
GACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCT
AGTCAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
22a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACA
CACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCG
TGTGCGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
22b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACA
CACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCT
AGTCAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
22c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACA
CACTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGA
CAGCTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
23a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACG
TGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGCT
AGTCAGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
23b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACG
TGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGA
CAGCTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
23c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACACG
TGATGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGT
CTCATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
24a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACAGA
TCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGA
CAGCTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
24b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACAGA
TCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGT
CTCATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
24c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACAGA
TCGTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTC
ATCTACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
25a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCATCG
AGTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGT
CTCATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	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25b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCATCG
AGTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTC
ATCTACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
25c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCATCG
AGTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTC
GCGCACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
26a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGAGC
TCTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTC
ATCTACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
26b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGAGC
TCTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTC
GCGCACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
26c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGAGC
TCTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGAG
CGTCACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
27a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGCAG
ACACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTC
GCGCACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
27b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGCAG
ACACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGAG
CGTCACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
27c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCGCAG
ACACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGCG
ACTAGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
28a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTGTCT
CGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGAG
CGTCACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
28b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTGTCT
CGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGCG
ACTAGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
28c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTGTCT
CGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTA
GTGATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
29a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGAGTG
ACGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGCG
ACTAGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
29b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGAGTG
ACGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTA
GTGATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
29c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGAGTG
ACGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTG
ACACACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
30a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATGT
GTACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTA
GTGATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
30b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATGT
GTACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTG
ACACACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
30c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATGT
GTACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTG
TATGTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
31a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCTAT
AGACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTG
ACACACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
31b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCTAT
AGACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTG
TATGTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
31c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCTAT
AGACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATAG
ATAGACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
32a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCTCG
CTACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTG
TATGTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
32b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCTCG
CTACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATAG
ATAGACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
32c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCTCG
CTACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATAT
AGTCGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
33a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGACAC
TATCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATAG
ATAGACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
33b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGACAC
TATCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATAT
AGTCGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
33c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGACAC
TATCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATCTA
CTGACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	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34a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGAGAC
GCGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATAT
AGTCGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
34b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGAGAC
GCGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATCTA
CTGACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
34c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGAGAC
GCGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCACG
TAGATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
35a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTATG
CGACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATCTA
CTGACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
35b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTATG
CGACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCACG
TAGATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
35c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTATG
CGACGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCACG
TGTCGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
36a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTCGA
TCTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCACG
TAGATCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
36b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTCGA
TCTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCACG
TGTCGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
36c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTCGA
TCTCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCATA
CTCTACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
37a	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTACGA
CTGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCACG
TGTCGCGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
37b	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTACGA
CTGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCATA
CTCTACGCTGCGTTCTTCATCGATGC	  
37c	   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTACGA
CTGCGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG	  
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCAGA
CGTCTGGCTGCGTTCTTCATCGATGC	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Appendix	  B	  
Percent	  Detection	  of	  Species	  Presence	  between	  Subsamples	  
B.1 Table	  of	  al	  subsample	  comparisons	  used	  to	  determine	  percent	  
detection	  of	  species	  presence	  
Sample	  
Subsample	  
comparison	  
Detection	  of	  
Species	  Present	  
Detection	  
Percentage	  of	  
Present	  Species	  
Average	  Species	  
Detection	  
Percentage	  per	  
Sample	  
1	  1a	  1b	   0.67	   67	   72.3	  
1	  1b	  1c	   0.5	   50	  
	  1	  1a	  1c	   1	   100	  
	  2	  2a	  2c	   0.33	   33	   61.0	  
2	  2b	  2c	   0.75	   75	  
	  2	  2a	  2c	   0.75	   75	  
	  3	  3a	  3b	   0.25	   25	   43.3	  
3	  3b	  3c	   0.8	   80	  
	  3	  3a	  3c	   0.25	   25	  
	  4	  4a	  4b	   0.33	   33	   44.3	  
4	  4b	  4c	   0.5	   50	  
	  4	  4a	  4c	   0.5	   50	  
	  5	  5a	  5b	   0.25	   25	   41.7	  
5	  5b	  5c	   0.25	   25	  
	  5	  5a	  5c	   0.75	   75	  
	  6	  6a	  6b	   0.5	   50	   66.7	  
6	  6b	  6c	   1	   100	  
	  6	  6a	  6c	   0.5	   50	  
	  7	  7a	  7b	   0.33	   33	   33.0	  
8	  8a	  8b	   1	   100	   100.0	  
8	  8b	  8c	   1	   100	  
	  8	  8a	  8c	   1	   100	  
	  9	  9a	  9b	   1	   100	   100.0	  
9	  9b	  9c	   1	   100	  
	  9	  9a	  9c	   1	   100	  
	  10	  10a	  10b	   0.5	   50	   50.0	  
10	  10b	  10c	  	   0.33	   33	  
	  10	  10a	  10c	   0.67	   67	  
	  11	  11a	  11b	   0.67	   67	   52.3	  
11	  11b	  11c	   0.5	   50	  
	  11	  11a	  11c	   0.4	   40	  
	  12	  12a	  12b	   0.67	   67	   78.0	  
12	  12b	  12c	  	   0.67	   67	  
	  12	  12a	  12c	   1	   100	  
	  13	  13a	  13b	   0.67	   67	   78.0	  
13	  13b	  13c	   0.67	   67	  
	  13	  13a	  13c	   1	   100	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14	  14a	  14b	   0.25	   25	   41.7	  
14	  14b	  14c	   0.67	   67	  
	  14	  14a	  14c	   0.33	   33	  
	  15	  15a	  15b	   0.75	   75	   52.7	  
15	  15b	  15c	   0.5	   50	  
	  15	  15a	  15c	   0.33	   33	  
	  16	  16a	  16b	   1	   100	   100.0	  
16	  16b	  16c	  	   1	   100	  
	  16	  16a	  16c	   1	   100	  
	  17	  17a	  17b	   0.2	   20	   40.0	  
17	  17b	  17c	   0.75	   75	  
	  17	  17a	  17c	   0.25	   25	  
	  18	  18a	  18b	   0.67	   67	   78.0	  
18	  18b	  18c	   1	   100	  
	  18	  18a	  18c	   0.67	   67	  
	  19	  19a	  19b	   0.5	   50	   66.7	  
19	  19b	  19c	   0.5	   50	  
	  19	  19a	  19c	   1	   100	  
	  20	  20a	  20b	   0.33	   33	   26.3	  
20	  20b	  20c	   0.17	   17	  
	  20	  20a	  20c	   0.29	   29	  
	  21	  21a	  21b	   1	   100	   100.0	  
21	  21b	  21c	   1	   100	  
	  21	  21a	  21c	   1	   100	  
	  22	  22a	  22b	   0	   0	   13.0	  
22	  22b	  22c	   0.14	   14	  
	  22	  22a	  22c	   0.25	   25	  
	  23	  23a	  23b	   0.5	   50	   34.7	  
23	  23b	  23c	   0.25	   25	  
	  23	  23a	  23c	   0.29	   29	  
	  24	  24a	  24b	   0.33	   33	   33.0	  
25	  25a	  25b	   1	   100	   100.0	  
25	  25b	  25c	   1	   100	  
	  25	  25a	  25c	   1	   100	  
	  26	  26a	  26b	   0.5	   50	   41.7	  
26	  26b	  26c	   0.5	   50	  
	  26	  26a	  26c	   0.25	   25	  
	  27	  27a	  27b	   0.6	   60	   42.0	  
27	  27b	  27c	   0.33	   33	  
	  27	  27a	  27c	   0.33	   33	  
	  28	  28a	  28b	   0.75	   75	   50.7	  
28	  28b	  28c	   0.17	   17	  
	  28	  28a	  28c	   0.6	   60	  
	  29	  29a	  29b	   0.5	   50	   50.0	  
30	  30a	  30b	   0.29	   29	   33.7	  
30	  30b	  30c	   0.29	   29	  
	  30	  30a	  30c	   0.43	   43	  
	  31	  31a	  31b	   0.6	   60	   48.7	  
31	  31b	  31c	   0.57	   57	  
	  31	  31a	  31c	   0.29	   29	  
	  	  	   	   	   	  
	   43	  
32	  32a	  32b	   0.43	   43	   60.0	  
32	  32b	  32c	   0.8	   80	  
	  32	  32a	  32c	   0.57	   57	  
	  33	  33a	  33b	   1	   100	   66.7	  
33	  33b	  33c	   0.5	   50	  
	  33	  33a	  33c	   0.5	   50	  
	  34	  34a	  34b	   0.33	   33	   26.3	  
34	  34b	  34c	   0.17	   17	  
	  34	  34a	  34c	   0.29	   29	  
	  35	  35a	  35b	   0.17	   17	   5.7	  
35	  35b	  35c	   0	   0	  
	  35	  35a	  35c	   0	   0	  
	  36	  36a	  36b	   1	   100	   55.3	  
36	  36b	  36c	   0.33	   33	  
	  36	  36a	  36c	   0.33	   33	  
	  37	  37a	  37b	   0.25	   25	   33.3	  
37	  37b	  37c	   0.25	   25	  
	  37	  37a	  37c	   0.5	   50	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